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内  容  の  要  旨  
 
厚生労働省の平成 23 年度患者調査によると 、高血圧患者数は約 9 0 0 万
人であり、平 成 2 0 年度の前回調査から約 1 0 0 万人増加した。高血圧症の
予 備 軍 で あ る 正 常 高 値 血 圧 者 も 含 め る と そ の 数 は 5 0 0 0 万 人とも推定さ
れ 、 早急 な 対策 が必要 で ある 。 血圧 は 、 加 齢 とと も に上 昇する が 、 脳 卒
中 や 心筋 梗 塞な どの発 症 リス ク も高 まるた め 、 血 圧 上昇 を抑え る ため の
対 策 が必 要 であ る。そ れ には 運 動や 食事な ど 生活 習 慣の 改善が 推 奨さ れ
る が 、 予 防 効果 を高め る ため に 、 血 圧降下 作 用な ど の機 能性を 持 つ食 品
の活用が期待されている。  
 
食 品成分でもあるペプチドは 、アミノ酸が数個から数十個結合した物
質だが 、その組み合わせにより 、 血圧降下作用などの様々な生理活性を
持つために、 機能性食品への応用が期待できる。ペプチドは 、 一般的に
は 、乳タンパク質をはじめとする食品タンパク質を消化酵素などで分解
して製造されるが、苦味を呈するペプチドの生成により嗜好性の低下が
懸念される。一方で 、 発酵乳は、 乳酸菌のプロテアーゼの作用で乳タン
パク質が分解されて様々なペプチドを含有しており 、 風味良好なペプチ
ド素材として有望である。なかでも 、乳酸菌 La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s
は 、他の乳酸菌に比べてタンパク質分解活性が強く 、 多くのペプチドを
産生する。これまでにも 、L.  h e l v e t i c u s を含むスターターを用いて 3 7℃
で 2 4 時間発酵させた発酵乳から 、血圧降下作用をもつアンジオテンシン
変換酵素 ( A C E )阻害ペプチドである V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - P r o が見出さ
れてきた。この発酵乳は 、発酵で生じた乳酸が強い酸味を呈するために 、
直接飲用が困難なことが課題であった。一方で 、発酵を 1 0 時間程度で止
めて酸味を抑えた L.  h e l v e t i c u s 発酵乳や、L.  h e l v e t i c u s から精製したプ
ロテアーゼでカゼインを直接分解したペプチドにも 、 自然発症高血圧ラ
ッ ト ( S H R )への経口投与で血圧降下作用が示されため 、風味良好な機能性
食品開発の可能性が示された。しかし 、いずれの素材も、 V a l - Pr o - Pr o
と I l e - Pr o - Pr o を含有しておらず 、血圧降下作用を示す活性本体は明らか
になっていない。  
 
案  
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さらに 、V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を含んだ酸味の強い L.  he l v e t i c u s
発 酵 乳に つ いて も 、 乳 酸 を低 減 した 粉末化 素 材が 開 発さ れた。 こ れに よ
っ て も酸 味 の影 響を回 避 した 食 品開 発への 可 能性 が 広が ったが 、 原料 発
酵 乳 由来 の 様々 な成分 が 濃縮 さ れた ため 、 過 剰摂 取 を想 定した 安 全性 を
考察する必要が生じた。  
本 研 究で は 、 機 能 性食 品 に利 用 可能 な 風味 良 好な 血 圧降 下 ペプ チ ド素
材の開発に向けて 、L.  h e l v e t i c u s が生成する V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o
以外の血圧降下ペプチドの存在と 、その作用メカニズムを明らかにして 、
機 能 性食 品 への 利用可 能 性を 探 る基 礎的知 見 を得 る こと を第一 の 目的 と
した。次に、 L.  h e l v e t i c u s 発酵乳の乳酸低減粉末の実用化に向けた一助
と す べ く 、 本粉 末素材 に つい て 、 動 物細胞 お よび 動 物を 用いて 安 全性 に
関する基礎知見を得ることを第二の目的とした。  
 
第 1 章  緒  論   
第 1 章では、 L.  h e l v e t i c u s 発酵乳の血圧降下作用を持つ機能性食品と
しての有用性と課題をレビューした。  
血 圧 調節 メ カニ ズ ムの ひ とつ と して 、 レニ ン －ア ン ジオ テ ンシ ン 系が
あ り、 キー酵素が AC E である。 A C E 阻害による血圧調節は 、 1 9 7 0 年 代
初 頭、蛇毒から見出された A C E 阻害ペプチドが、高血圧患者への静脈投
与 で、 血圧降下作用を生じたことから注目された。  
各 種 乳酸 菌 によ る 発酵 乳 を比 較 した 結 果 、 ペ プチ ド 含有 量 が高 い もの
ほ ど、A C E 阻害活性も高いことが示され 、これらの発酵乳を S H R に 投 与
すると、L.  h e l v e t i c u s 特異的に血圧降下作用が認められた。L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 の A C E 阻 害 活 性 は 、 対 数 増 殖 期 後 期 か ら 急 激 に 増 加 し 、
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o は 、その活性を指標に見出された。これらペ
プチドは、カゼインが L.  h e l v e t i c u s のプロテアーゼで断片化された後に 、
ペ プ チダ ー ゼの 分解を 受 ける こ とで 生成さ れ るが 、 ペプ チダー ゼ 活性 の
低い発酵前期の段階や 、 L.  h e l v e t i c u s から抽出した菌体外プロテアーゼ
によるカゼイン分解物も 、S H R で顕著な血圧降下作用があったことから 、
L.  h e l v e t i c u s は 、V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o -Pr o 以外にも、血圧降下ペプチ
ドを生成している可能性が強く示唆されていた。  
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安全性については、 L.  h e l v e t i c u s 発酵乳は、 日本で 9 0 年以上の食経
験があるが、 動物やヒトでの安全性評価も行われた。 L.  h e l v e t i c u s 発 酵
乳 を、 I C R マウスへ 4 週齢から投与した結果 、 対照群より平均寿命が有
意 に 8％延長した。その理由と して腫瘍、腎障害、感染症などの遅延が示
唆 さ れた た め 、 安全性 に 加え 、 健康 効果を 保 有す る 可能 性も示 さ れた 。
ヒ ト 試験 で は 、 健康な 成 人へ の 過剰 摂取お よ び血 圧 への 影響や 、 高血 圧
患者での評価が行われ 、いずれも安全性に問題ないことが示された。  
以上のように 、 L.  h e l v e t i c u s 発酵乳は 、安全性も高く 、血圧降下作用
を は じめ と する 様々な 健 康機 能 性を 持つ可 能 性が あ る有 望素材 で ある こ
とが示されていた。  
 
第 2 章  カゼイン分解物からの血圧降下ペプチドの単離同定  
本研究では、乳酸菌 L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株から単離精製した菌体外プ
ロ テ アー ゼ によ る乳カ ゼ イン 分 解物 から血 圧 降下 作 用を 持つ有 効 成分 の
同定を行った。  
最初に、A C E 阻害ペプチドの可能性を再確認した。分解物を逆相 H PLC
で分画し、それぞれの A C E 阻害活性を測定した 。 A C E 阻害活性は I C 5 0
値 (酵素活性を 5 0％阻害するペプチド濃度 )とした。しかし 、いずれの分
画物も A C E 阻害活性は非常に低かった。そこで 、A C E 阻害活性が弱い血
圧降下ペプチドを単離するため 、 従来の方法とは異なり 、 S H R への経口
投 与 によ る 血圧 降下作 用 を指 標 に 、 有効成 分 を直 接 絞り 込んだ 。 すな わ
ち 、逆相 H P L C での分画物を S H R に経口投与し、t a i l - c u f f 法にて血圧値
を測定した。最も血圧降下作用が高かった分画を 、逆 相 H PL C を用いて
精製を繰り返した結果 、最終的に 1 0 種類の主要ペプチドを単離し 、エド
マン法による N 末端分析と 、アミノ酸組成分析により 、各配列を決定し
た。これらのペプチドを固相法により合成し 、 S H R に経口投与して降圧
値を調べたところ 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の配列を持つペプチド
の 降 圧作 用 が最 も強か っ た。 カ ゼイ ン分解 物 中の 本 ペプ チドの 含 有量 を
定量した結果 、 2 6  μg  /  m l であった。さらに、 本ペプチドは、 S H R へ の
経口投与において 、0 . 5～ 2 . 0  m g  /  k g 体重の投与に降圧作用が認められた。
以上の結果から、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は、L.  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0
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株 の 菌体 外 プロ テアー ゼ によ る カゼ イン分 解 物の 血 圧降 下作用 の 主要 成
分であることが示された。  
 
第 3 章  血圧降下ペプチドの作用メカニズム解析  
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 A C E 阻害活性がほとんど認められ
な か った た め 、 経口投 与 後の ペ プチ ドの消 長 を探 る こと から作 用 メカ ニ
ズ ム を推 定 すべ く 、 人 工 消化 試 験を 実施し た 。そ の 結果 、 本ペ プ チド を
カルボキシペプチダ－ゼ A で消化すると、A C E 阻害活性が顕著に上昇す
ることが認められた。分解されたペプチドを逆相 H PLC で単離して分析
し た 結 果 、 本 ペ プ チ ド の C 末 端 の G l n 残 基 が 分 解 さ れ た
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o が同定された。このペプチドの AC E 阻害活性  
( I C 5 0 )は 5  μM であり、分解前のものと比較して活性が 2 0 0 倍以上に上昇
し た 。従 っ て 、 本ペプ チ ドは 経 口投 与後に 消 化管 内 で 分 解を受 け て活 性
が出現する可能性が示された。さらに Lys - V a l - Le u - Pr o - V a l - P r o を S H R
に 経 口 投 与 し て 、 血 圧 降 下 作 用 を 評 価 し た 結 果 、 分 解 前 の
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n と同様に血圧降下作用を示した。  
一 方、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に は 、 A C E 阻害作用を示す配列が内
在している可能性があったため 、 N 末端、 C 末端からアミノ酸残基ひと
つずつ削減したペプチドを合成して A C E 阻害活性を測定した。しかし 、
い ず れ の 合 成 ペ プ チ ド も A C E 阻 害 活 性 が 低 下 し た た め に 、
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o が 、活性本体であることが示された。  
 
第 4 章  発酵乳からの血圧降下ペプチドの単離同定  
本研究では、 L.  h e l ve t i c u s  C P7 9 0 株から派生した酸生成力の弱い変異
株 L.  h e l v e t i c u s  C PN 4 株を用い、発酵初期段階である p H 4 付近で止めて
一般的なヨーグルトと同等の酸味に改良した発酵乳を用いた。   
このヨーグルト様発酵乳は 、 A C E 阻害活性が弱いことから 、有効性成
分 は Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n だと推察されたが 、定量の結果 、有
効 量 は含 ま れて おらず 、 他の 有 効成 分が存 在 する 可 能性 が示さ れ た。 そ
こ で、 S H R への経口投与による血圧降下作用を指標に活性成分の単離同
定を行った結果、顕著な血圧降下作用を持つ新規ペプチド Ty r - Pr o を見
出した。Ty r - Pr o を S H R に経口投与すると、0 . 1～ 1 0  m g  /  k g 体重の投与
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で 、 血 圧降 下作 用を示 した 。本 ヨー グルト 様の 発酵 乳に おける Ty r - Pr o
含有量は 8 . 1  μg  /  m l であった。また、Ty r -Pr o は A C E 阻害活性が 7 2 0  μM
と 非 常に 弱 いこ とから 、 血圧 降 下作 用発揮 に は別 の メカ ニズム が ある 可
能 性が推察された。  
 
第 5 章  L.  h e l v e t i c u s 発酵乳の安全性評価  
L .  h e l v e t i c u s 発酵乳のホエー成分を粉末化すると 、血圧降下作用を発
揮 す るペ プ チド 以外に も 、 発 酵 由来 の様々 な 成分 が 濃縮 される 。 本粉 末
素 材 は 、 発 酵乳 原料の 食 経験 か ら安 全性は 高 いこ と が想 定され る が 、 血
圧 降 下ペ プ チド を含め た 発酵 生 産物 全体の 過 剰摂 取 安全 性を考 察 する た
め に、特定保健用食品で原則求められる遺伝毒性 (染色体異常試験 )、急 性
毒 性 (単回投与試験 )及 び、亜急性毒性 ( 2 8 日間反復投与試験 )を実施し、安
全 性 に 係 る 用 量 と 反 応 を 評 価 し た 。 発 酵 乳 製 造 に は 、 V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o の生産能力が高いことで選抜された L.  h e l v e t i c u s  C M4 株 を
用いた。  
そ の 結果 、 チャ イ ニー ズ ハム ス ター の 肺由 来 の繊 維 芽細 胞 を用 い た染
色体異常試験では、本素材に起因すると推察される変化は見らなかった。
単回投与試験では、試験系の最大量 ( 4 0 0 0  m g  /  k g 体 重 )を S D ラットに経
口 投 与し た が 、 本素材 が 起因 と 判断 される 変 化は 見 られ なかっ た 。 本 粉
末 素材を 4 0 0 0  m g  /  k g 体 重で投与したときの用量は、 V a l - Pr o - Pr o 換 算
でヒト有効量と比較して 1 0 0 倍量に相当した。2 8 日間の反復投与試験に
おいては、 S D ラットへの投与量は 、 5 0 0 ,  1 0 0 0 ,  2 0 0 0  m g  /  k g 体重の 3
用 量 とし た が 、 いずれ の 用量 も 本素 材投与 が 起因 と 判断 される 変 化は 見
られなかった。以上の結果より 、 L.  h e l v e t i c u s 発酵乳のホエー成分を乳
酸低減後に粉末した食品素材の安全性は高いことが示された。  
 
第 6 章  総括と展望  
本研究において、 L.  h e l v e t i c u s の 菌体外プロテアーゼを利用したカゼ
イ ン 分 解 物 と 、 ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 に お い て 、 そ れ ぞ れ Ly s - V a l - L e u - 
Pr o - V a l - Pr o - G l n と Ty r - Pr o のペプチドが血圧降下作用を発揮する主要
成 分 であ る こと を見出 し た。 こ れら ペプチ ド は 、 本 カゼ イン分 解 物と ヨ
ー グ ルト 様 発酵 乳を風 味 良好 な 機能 性食品 と して 実 用化 する際 の 有効 成
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分としての活用が期待できる。また 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n はプ
ロ テ アー ゼ 単独 の分解 で 生成 さ れる ために 、 プロ テ アー ゼとペ プ チダ ー
ゼの併用が必要な V al - Pr o - Pr o と I l e - Pr o -Pr o よりも 、製造方法の単純化
や 安 定化 が 期待 できる 。 そこ で 、 今 後は 、 様 々な 食 品素 材や酵 素 分解 物
中 の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n ペプチドを分析して生成方法を研究
し 、より効率的で安価に製造する技術開発を行う価値があると考える。  
ま た、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 消化酵素で分解されて A C E
阻 害 作用 を 発揮 する 、 プ ロド ラ ッグ タイプ の ペプ チ ドで あるこ と を見 出
し た 。こ の 知見 は 、 新 規 機能 性 ペプ チドを 探 索す る 際の ひとつ の 着眼 点
を 提 供 す る 、 重 要 な 知 見 と 考 え る 。 Ty r - Pr o は 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - 
V a l - Pr o - G l n と 同程度 の血圧降下 作用を持つが 、 A C E 阻害作用が弱いた
めに他の作用メカニズムも持つ可能性が示された。 A C E 阻害以外の血圧
降下メカニズムとしては 、交感神経の抑制作用が知られており 、Ty r - Pr o
は 、 別の 研 究で 、 ラッ ト への 交 感神 経系の 抑 制作 用 が見 出され て いる 。
し か し 、 血 圧降 下作用 と の関 係 は不 明であ る ため に 、 今 後はこ れ らの 関
係を詳細に調べることが必要と考える。  
ま た、L.  h e l v e t i c u s が生成するその他成分を含めた安全性についても 、
正 常 ラッ ト を用 いた遺 伝 毒性 、 急性 および 亜 急性 毒 性を 評価し た 結果 、
いずれも投与に起因する毒性はな く、安全性が高いことが考察された。  
本 研 究で 得 られ た 以上 の 知見 は 、 血 圧 降下 作 用を は じめ と する 、 風 味
良 好 な機 能 性食 品開発 に 向け た 研究 および 、 実用 化 のた めの技 術 開発 に
重要な基礎的知見であると考える。  
 1 
第 1 章  緒 論  
 
1 - 1 .  高 血 圧 と そ の 課 題  
 
 日 本 人 の 成 人 で は 、 収 縮 期 血 圧 が 1 4 0  m m H g 以 上 、 ま た は 拡 張 期 血 圧
が 9 0  m m H g 以 上 に な る と 、 高 血 圧 と 診 断 さ れ る (表 1 - 1 )。 こ の 高 血 圧 の
患 者 数 は 、平 成 2 3 年 度 の 調 査 [厚 生 労 働 省 ,  2 0 1 2 a ]に よ る と 、調 査 し た 疾
患 の な か で 第 1 位 の 約 9 0 0 万 人 で あ り 、平 成 2 0 年 度 の 前 回 調 査 と 比 較 し
て 約 1 0 0 万 人 も 増 加 し た 。 さ ら に 、 潜 在 的 な 高 血 圧 者 数 お よ び そ の 予 備
軍 の 人 数 に つ い て は 、平 成 1 8 年 度 の 国 民 健 康・栄 養 調 査 報 告 に 記 載 が あ
り 、 高 血 圧 症 の 有 病 者 は 約 3 9 7 0 万 人 、 正 常 高 値 血 圧 者 は 約 1 5 2 0 万 人 で
あ り 、合 わ せ て 約 5 49 0 万 人 に な る と 推 計 さ れ て い る [厚 生 労 働 省 ,  2 0 0 8 ]。
こ の 人 数 は 、 日 本 の 人 口 の 約 半 数 を 占 め る こ と か ら 、 高 血 圧 は 日 本 人 の
国 民 病 と も い え る 存 在 で あ る 。  
高 血 圧 症 の 有 病 率 は 、 2 0 歳 代 で は 1 0 %未 満 で 少 な い が 、年 齢 と と も に
上 昇 し て 、 7 0 歳 以 上 で は 7 0％ を 超 え る (図 1 - 1 )  [厚 生 労 働 省 ,  2 0 0 8 ]。 血
圧 値 が 高 い 状 態 が 継 続 す る と 、 脳 卒 中 や 心 筋 梗 塞 、 動 脈 硬 化 な ど の 循 環
器 系 疾 患 の 発 症 リ ス ク が 高 ま る た め に 、 高 血 圧 症 は 積 極 的 に 治 療 す る 必
要 が あ る 。 さ ら に 、 そ れ に 加 え て 血 圧 値 が 正 常 値 の 範 囲 内 に あ る 若 い 年
齢 か ら も 予 防 対 策 に 取 り 組 む こ と で 、 加 齢 に よ る 血 圧 上 昇 を で き る だ け
抑 え る こ と が 求 め ら れ て い る 。 血 圧 値 の 低 下 と 、 循 環 器 系 疾 患 の リ ス ク
低 減 の 関 係 性 に つ い て は 、 疫 学 的 な 調 査 研 究 が 行 わ れ 、 そ の 有 効 性 が 報
告 さ れ た [健 康 日 本 2 1 ,  2 0 0 0 ]。 そ れ に よ る と 、 国 民 の 収 縮 期 血 圧 の 平 均
値 が わ ず か 2  m m H g 低 下 す る だ け で も 、脳 卒 中 死 亡 者 は 約 1 万 人 減 少 し 、
同 時 に 虚 血 性 心 疾 患 の 死 亡 者 も 減 少 さ せ る こ と が 可 能 に な り 、 循 環 器 疾
患 全 体 で は 約 2 万 人 の 死 亡 が 予 防 で き る と 算 出 さ れ て い る (表 1 - 2 )。  
高 血 圧 症 の 患 者 数 の 増 加 は 、 日 本 だ け で は な く 、 世 界 的 に も 問 題 に な
っ て い る 。 WH O (世 界 保 健 機 関 )は 、 2 5 歳 以 上 で 高 血 圧 症 と 診 断 さ れ る 人
は 、2 0 0 8 年 に 世 界 で 1 0 億 人 を 超 え 、世 界 の 2 5 歳 以 上 人 口 の 3 人 に 1 人
が 該 当 す る と い う 調 査 結 果 [ WH O ,  2 0 1 3 ]を 発 表 し た 。 さ ら に WH O で は 、
高 血 圧 へ の 対 処 は 、 若 い 世 代 か ら 行 う 必 要 性 が あ る と 報 告 し て い る 。  
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一 方 で 、日 本 国 全 体 の 医 療 費 の 総 額 は 、2 0 1 0年 度 で 3 7兆 4 2 0 2億 円 で あ り 、
前 年 度 の 3 6兆 6 7億 円 に 比 べ 1兆 4 1 3 5億 円 、 3 . 9％ の 増 加 と な っ た [厚 生 労 働
省 ,  2 0 1 2 b ]。 そ の う ち 歯 科 診 療 や 調 剤 薬 局 で の 医 療 費 を 除 い た 、 い わ ゆ る
医 師 に か か っ た 費 用 に 相 当 す る 医 科 診 療 費 は 、2 7兆 2 2 2 8億 円 で あ る が 、そ
の 内 訳 を み る と 、 第 1位 が 高 血 圧 性 疾 患 を 含 む 循 環 器 疾 患 ( 5兆 6 6 0 1億 円 )で
あ り 、 医 科 診 療 費 全 体 の 2 0 %を 占 め て い た 。 そ し て 、 日 本 国 に お け る 医 療
費 は 、 高 齢 者 人 口 の 増 加 に 伴 っ て 年 々 増 加 し て い る た め 、 加 齢 と と も に 有
病 率 が 増 加 す る 高 血 圧 は 、 治 療 に 加 え て 予 防 に 対 し て も 取 り 組 む こ と で 、
患 者 数 減 少 と 、 医 療 費 抑 制 の 両 方 を 目 指 す 必 要 が あ る 。  
高 血 圧 症 に は 、 高 血 圧 症 患 者 の 約 9 0％ を 占 め る 本 態 性 高 血 圧 症 と 、 そ
の 他 、 別 の 疾 患 に よ り 生 じ る 二 次 性 高 血 圧 症 の 2 種 類 が あ る 。 そ の う ち
本 態 性 高 血 圧 症 は 、 原 因 は 明 ら か で は な い が 、 遺 伝 や 生 活 習 慣 、 塩 分 摂
取 量 な ど の 食 習 慣 、 加 齢 な ど さ ま ざ ま な 要 因 が か ら み あ っ て 発 症 す る こ
と か ら 、 生 活 習 慣 病 の ひ と つ と し て 捉 え ら れ て い る 。 血 圧 値 の 低 下 や 、
血 圧 上 昇 抑 制 の た め に 行 わ れ る 対 策 は 2 段 階 に な っ て お り 、 最 初 の 段 階
は 、 運 動 の 推 進 や 禁 煙 を は じ め と す る 生 活 習 慣 改 善 の 指 導 お よ び 、 塩 分
摂 取 の 制 限 や 野 菜 類 の 摂 取 推 進 な ど の 食 生 活 改 善 の 指 導 を 中 心 と し た 非
薬 物 療 法 で あ る 。そ し て 、そ れ で 十 分 な 降 圧 作 用 が 得 ら れ な い 場 合 は 、 2
段 階 目 の 対 策 と し て 、 降 圧 剤 を 用 い た 薬 物 療 法 が 行 わ れ る [日 本 高 血 圧 学
会 ,  2 0 0 9 ]。  
高 血 圧 症 は 、 動 脈 硬 化 、 脳 卒 中 、 心 筋 梗 塞 な ど 様 々 な 循 環 器 疾 病 に つ
な が る 危 険 な 疾 患 で あ る 。 し か し 、 高 血 圧 の 状 態 は 自 覚 症 状 に 乏 し い た
め に 、 対 象 者 に 高 血 圧 症 の 治 療 や 予 防 へ の 意 識 を 高 め る こ と や 、 高 血 圧
症 へ の 対 策 を 継 続 さ せ る こ と が 難 し い 。 そ こ で 、 高 血 圧 症 へ の 対 策 が よ
り 手 軽 に か つ 、 効 果 的 に 行 う こ と が で き る 方 法 が 求 め ら れ て い る が 、 そ
の ひ と つ の 手 段 と し て 、 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 成 分 を 含 む 食 品 の 活 用 が 期
待 さ れ て い る 。 特 定 保 健 用 食 品 の 利 用 に つ い て は 、 「 高 血 圧 治 療 ガ イ ド
ラ イ ン 2 0 0 9」 に お い て 、 生 活 習 慣 の 修 正 の 教 育 ・ 指 導 に 関 す る 項 目 の 中
に も 記 載 さ れ た [日 本 高 血 圧 学 会 ,  2 0 0 9 ]。  
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1 - 2 .  高 血 圧 発 症 の メ カ ニ ズ ム  
 
血 圧 調 節 の メ カ ニ ズ ム に は 、レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 、交 感 神 経 系 、
バ ソ プ レ ッ シ ン 系 な ど 血 圧 を 上 昇 さ せ る シ ス テ ム や 、 キ ニ ン ・ カ リ ク レ
イ ン 系 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 系 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 系 な ど の 血 圧
を 下 げ る シ ス テ ム な ど の 、 複 数 の シ ス テ ム が 並 行 し て 存 在 す る 。 生 体 で
は 、 こ れ ら が バ ラ ン ス を と っ て 血 圧 の 恒 常 性 を 保 っ て い る と 考 え ら れ て
い る 。  
そ の う ち 、 血 圧 上 昇 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ す の が レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ
ン 系 (図 1 - 2 )で あ り 、昇 圧 物 質 と し て ペ プ チ ド 成 分 が 関 わ っ て い る 。す な
わ ち 、 腎 臓 で 分 泌 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ の レ ニ ン が 、 肝 臓 で 合 成 さ れ た ア
ン ジ オ テ ン シ ノ ー ゲ ン を 部 分 分 解 し て ア ン ジ オ テ ン シ ン I ( A sp - A r g - V a l  
- Ty r - I l e - H i s - Pr o - Ph e - H i s - Le u )が 生 成 さ れ る 。ア ン ジ オ テ ン シ ン I に は 、
血 圧 上 昇 作 用 は な い が 、 そ れ が さ ら に 、 肺 や 血 管 内 皮 に 存 在 す る ア ン ジ
オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 (A C E )に よ っ て C 末 端 の H i p - Le u が 分 解 さ れ る こ と
で 、強 力 な 血 圧 上 昇 作 用 を 持 つ ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅱ ( A sp - A r g -V a l - Ty r - I l e  
- H i s - Pr o - Ph e )が 生 成 さ れ る [ S k e g g s ,  1 9 5 6 ]。  
一 方 、 A C E は 、 血 圧 低 下 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド ホ ル モ ン の ブ ラ ジ キ ニ ン
を 分 解 し て 失 活 さ せ る 作 用 も 持 つ た め に 、 血 圧 上 昇 作 用 を さ ら に 強 力 に
発 揮 さ せ る [ E r do s ,  1 9 7 5 ]。  
ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅱ の 血 圧 上 昇 メ カ ニ ズ ム は 、 次 の 通 り で あ る 。 す な
わ ち 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅱ は 、 動 脈 壁 や 腎 臓 、 尿 細 管 な ど に 存 在 す る レ
セ プ タ ー ( A T1 受 容 体 )に 結 合 し て 、血 管 平 滑 筋 の 収 縮 や 、副 腎 皮 質 か ら の
ア ル ド ス テ ロ ン の 合 成 ・ 分 泌 を 促 進 し て 、 腎 臓 で の ナ ト リ ウ ム の 体 内 貯
蔵 を 促 す と と も に 、 抗 利 尿 ホ ル モ ン で あ る バ ソ プ レ ッ シ ン の 分 泌 も 促 進
し 、 水 分 再 吸 収 の 促 進 に よ り 体 内 の 体 液 量 を 増 加 さ せ る こ と で 血 圧 上 昇
を 促 す 。 さ ら に 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅱ は 、 血 管 壁 肥 厚 も 促 す た め に 、 動
脈 硬 化 の 原 因 に も な っ て い る [ Pe a c h ,  1 9 7 7 ]。  
こ の レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 に お け る 血 圧 上 昇 作 用 の キ ー 酵 素 で
あ る A C E は 、活 性 中 心 に 亜 鉛 イ オ ン を 持 つ カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ の 一
種 で あ り 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン I の C 末 端 を 認 識 し て H i s - Le u を 分 解 し て
ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅱ に 変 換 す る （ 図 1 - 3） 。 従 っ て 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン I
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の C 末 端 側 よ り も 親 和 性 の 高 い ペ プ チ ド が あ れ ば 、 拮 抗 的 に 阻 害 作 用 を
発 揮 し 、 A C E の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 期 待 で き る 。 1 9 7 0 年 代 初 頭 、
O n d e t t i ら は 、 蛇 毒 か ら A C E を 阻 害 す る ペ プ チ ド を 見 出 し [ O n d e t t i ,  
1 9 7 7 ]、特 に 、9 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 る AC E 阻 害 ペ プ チ ド（ < Gl u - Tr p - Pr o - 
A r g - Pr o - G l n - I l e - Pr o - Pr o） が 、 高 血 圧 患 者 へ の 静 脈 投 与 に よ り 、 血 圧 降
下 作 用 を 発 揮 す る こ と を 確 認 し た 。 し か し 、 本 ペ プ チ ド は 、 化 学 合 成 が
困 難 で あ っ た こ と と 、 体 内 で 分 解 を 受 け や す い た め に 静 脈 投 与 で し か 効
果 が 期 待 で き な か っ た こ と が 課 題 で あ っ た 。そ こ で O n d e t t i  ら は 、本 A C E
阻 害 ペ プ チ ド が 、C 末 端 に Pr o 残 基 を 有 す る こ と が A C E 阻 害 活 性 発 現 に
関 与 し て い る こ と に 注 目 し て 、 末 端 に Pr o の 構 造 を 配 置 し た 経 口 投 与 で
も 降 圧 作 用 が 期 待 で き る A C E 阻 害 薬 「 カ プ ト プ リ ル ( D − 2 −メ チ ル − 3 −メ
ル カ ト プ ロ パ ノ イ ル − L −プ ロ リ ン )」を 開 発 し た [ O n de t t i ,  1 9 7 7 ]。 A C E と
ア ン ジ オ テ ン シ ン I、阻 害 薬 、蛇 毒 由 来 ペ プ チ ド と の 結 合 モ デ ル に つ い て
は 図 1 - 3 に 示 し た 。  
こ れ ら 一 連 の 研 究 の 結 果 か ら 、自 然 界 に 存 在 す る 天 然 の ペ プ チ ド に も 、
A C E 阻 害 作 用 や ヒ ト で の 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る も の が あ る こ と が 明 ら
か に な っ た 。 こ の こ と が 、 食 品 由 来 ペ プ チ ド か ら 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す
る ペ プ チ ド の 探 索 研 究 が 進 め ら れ る き っ か け に も な っ た と 考 え ら れ る 。  
 
 
1 - 3 .  食 品 由 来 の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド  
 
ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 が 数 個 か ら 数 十 個 結 合 し た 物 質 で あ る が 、 ア ミ
ノ 酸 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 様 々 な 生 理 機 能 を 発 揮 す る 。 こ の よ う な 機
能 性 ペ プ チ ド は 、 食 品 原 料 の な か で も 、 乳 タ ン パ ク 質 か ら 数 多 く 見 出 さ
れ て い る こ と か ら 、 乳 タ ン パ ク 質 は 、 機 能 性 ペ プ チ ド の 配 列 を 内 在 す る
可 能 性 が 高 い 素 材 と 言 え る (表 1 - 3 )。 一 方 、 血 圧 降 下 作 用 が 期 待 さ れ る
A C E の 阻 害 活 性 を も つ 機 能 性 ペ プ チ ド は 、 i n  v i t r o で の 評 価 方 法
[ C u sh m a n ,  1 9 7 1 ] を 活 用 す る こ と で 、 乳 タ ン パ ク 質 [ K a r a k i ,  1 9 9 0 ；  
Ma r u y a m a ,  1 9 8 7 a ,  1 9 8 7 b ,  1 9 8 5 ] 以 外 に も 、 鰹 節 [ Ma t su m u r a ,  1 9 9 3 ;  
Yo k o y a m a ,  1 9 9 2 ]、ト ウ モ ロ コ シ [ Ma r u y a m a ,  1 9 8 9 ]、菜 種 種 子 [ Ma r c z a k ,  
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2 0 0 3 ]、 米 タ ン パ ク 質 [ L i ,  2 0 0 7 ]な ど 様 々 な 食 品 タ ン パ ク 質 か ら 見 出 さ れ
て い る 。  
A C E 阻 害 ペ プ チ ド を は じ め と す る 機 能 性 を 持 つ ペ プ チ ド を 調 製 す る た
め に は 、 一 般 的 に は プ ロ テ ア ー ゼ 製 剤 に よ る 加 水 分 解 が 用 い ら れ る 。 但
し こ の 方 法 は 、 元 々 タ ン パ ク 質 内 部 に 存 在 し た 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 多 く 含
ん だ 部 分 を 露 出 さ せ る こ と が 多 い 。 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 多 く 含 む ペ プ チ ド
は 、 苦 味 を 呈 す る た め に [ H a b i b i − N a j a f i ,  1 9 9 6 ]、 得 ら れ た 分 解 物 を 食 品
と し て 利 用 す る 際 に は 、 嗜 好 性 の 低 下 が 懸 念 さ れ る 。 そ こ で 、 プ ロ テ ア
ー ゼ 製 剤 に よ る 加 水 分 解 を 行 っ た ペ プ チ ド を 産 業 利 用 す る 際 に は 、 苦 味
を 低 減 さ せ る こ と が 課 題 と な っ て い た [ Ma t su i ,  2 0 0 0 ]。  
一 方 で 、 こ れ ら の 食 品 か ら 見 出 さ れ た 天 然 物 由 来 ペ プ チ ド 群 に 含 ま れ
る A C E 阻 害 ペ プ チ ド は 、含 有 量 が 微 量 で 現 実 的 な 経 口 摂 食 量 で は 十 分 な
効 果 が 期 待 出 来 な い も の や 、 A C E 阻 害 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド の な か に は 、
i n  v i t r o 試 験 で 見 か け 上 は A C E 阻 害 活 性 を 示 す が 、i n  v i vo 試 験 で は 血 圧
降 下 作 用 を 示 さ な い も の も 報 告 さ れ て い る [ Fu j i t a ,  1 9 9 9 ]。 従 っ て 、 A C E
阻 害 作 用 が 見 出 さ れ た ペ プ チ ド の 全 て が 、 血 圧 降 下 作 用 を 期 待 し た 機 能
性 食 品 に 応 用 可 能 と は 限 ら な い 。 そ の 理 由 は 、 i n  v i t r o で 強 い A C E 阻 害
作 用 を 持 つ ペ プ チ ド で あ っ て も 、 摂 取 後 に 消 化 酵 素 で 分 解 さ れ て 活 性 が
消 失 し て し ま う こ と や 、 消 化 酵 素 の 分 解 を 免 れ て も 、 腸 管 か ら の 吸 収 性
が 低 く 、 体 内 に 有 効 量 が 移 行 で き な い こ と な ど が 考 え ら れ て い る [吉 川 ,  
1 9 9 3 ]。従 っ て 、i n  v i t r o 試 験 に よ り 見 出 さ れ た 新 規 な A C E 阻 害 ペ プ チ ド
は 、消 化 酵 素 か ら の 分 解 耐 性 や 、実 際 に i n  v i v o で も 血 圧 降 下 作 用 を 示 す
か ど う か 検 証 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ る 。  
I n  v i v o で の 試 験 に は 、 ラ ッ ト な ど の 実 験 動 物 が 用 い ら れ る 。そ れ ら の
実 験 動 物 に お い て 高 血 圧 状 態 を 再 現 す る た め に は 、 手 術 や 、 薬 剤 投 与 な
ど の 手 法 が あ る が 、 安 定 し た 再 現 性 を 得 る た め に は 、 遺 伝 的 に 高 血 圧 を
発 症 す る 疾 患 モ デ ル 動 物 の 活 用 が 有 用 で あ る 。 代 表 的 な モ デ ル 動 物 と し
て は 、 遺 伝 的 に 高 血 圧 を 自 然 発 症 す る 系 統 の ラ ッ ト で あ る S H R  
( S p o n t a n e o u s l y  H y p e r t e n s i v e  R a t )や 、 さ ら に S H R か ら 分 離 さ れ た 脳 卒
中 を 発 症 し や す い ラ ッ ト で あ る S H R S P ( S t r o k e - Pr o n e  S p o n t a n e o u s l y  
H y p e r t e n s i v e  R a t )が あ る 。 他 に も 、 食 塩 感 受 性 高 血 圧 を 発 症 す る D a h l
ラ ッ ト が 知 ら れ て い る [ U e h a r a ,  2 0 0 9 ;  勝 谷 ,  2 0 0 0 ]。  
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ラ ッ ト の 血 圧 の 測 定 方 法 は 、 尾 動 脈 の 血 圧 値 を 人 間 の 家 庭 用 の 血 圧 計
と 同 様 の 原 理 で 加 圧 し て 測 定 す る t a i l - c u f f 法 が 広 く 用 い ら れ る 。 こ の 方
法 は 、 無 麻 酔 で 評 価 可 能 で あ り 、 大 動 脈 へ の カ ニ ュ レ ー シ ョ ン 等 の 手 術
も 必 要 と し な い た め に 、 動 物 個 体 へ の 負 荷 が 少 な く 、 数 ヶ 月 に わ た る 血
圧 値 測 定 な ど 、 長 期 間 の 試 験 に 利 用 で き る 。 従 っ て 、 食 品 由 来 の 血 圧 降
下 ペ プ チ ド の 探 索 に は 、 主 に 、 S H R へ の 経 口 投 与 と 、 t a i l - c u f f 法 に よ る
血 圧 測 定 が 用 い ら れ る 。  
 
 
1 - 4 .発 酵 乳 の 生 理 機 能 研 究 の 歴 史  
 
人 類 の 発 酵 乳 利 用 に 関 す る 歴 史 は 、紀 元 前 5 0 0 0 年 ま で さ か の ぼ る と 言
わ れ て い る 。 発 酵 乳 は 、 乳 を 木 桶 や 皮 袋 の 容 器 に 入 れ て 保 存 し た 際 に 、
そ れ ら 容 器 に 付 着 し て い た 乳 酸 菌 の 自 然 発 酵 で 生 じ た と 考 え ら れ て い る
[森 ,  2 0 0 7 ]。乳 酸 菌 は 、乳 中 の 乳 糖 を 資 化 し て 乳 酸 を 生 成 す る こ と で 乳 の
p H を 低 下 さ せ 、腐 敗 菌 の 増 殖 を 抑 え る こ と で 、貴 重 な 食 料 で あ る 乳 の 保
存 性 を 高 め る こ と が で き る 。 さ ら に 、 発 酵 乳 は 、 乳 酸 菌 が 生 成 す る 香 気
成 分 や 、 乳 タ ン パ ク 質 が 分 解 さ れ て 生 じ た ア ミ ノ 酸 や ペ プ チ ド の 呈 味 成
分 の 作 用 に よ り 独 特 の 風 味 が 付 与 さ れ て い る た め に 、 嗜 好 性 も 高 い 。 発
酵 乳 は 、 上 記 の よ う に 保 存 性 と 嗜 好 性 の 2 つ の 利 点 を 持 つ こ と か ら 、 牧
畜 文 化 の 広 が り と と も に 世 界 中 に 広 ま っ て い っ た [久 住 ,  2 0 1 3 ]。  
一 方 で 、 発 酵 乳 の 生 理 機 能 が 注 目 さ れ た の は 、 2 0 世 紀 初 頭 に な っ て か
ら で あ る 。 そ れ は 、 ロ シ ア 出 身 の 免 疫 学 者 で パ ス ツ ー ル 研 究 所 の メ チ ニ
コ フ ( 1 8 4 5 - 1 9 1 6 )が 、 自 身 の 著 書 ｢Th e  p r o l o n g a t i o n  o f  l i f e :  O p t i m i s t i c  
S t u d i e s｣ [ Me t c h n i k o f f ,  1 9 0 8 ]の な か で 、 発 酵 乳 摂 取 が 寿 命 延 長 に 関 係 す
る と 報 告 し た 事 か ら は じ ま っ た 。 こ れ が 、 い わ ゆ る “不 老 長 寿 説 ”で あ る 。
以 降 、 こ の 事 が き っ か け と な っ て 発 酵 乳 や 乳 酸 菌 の 生 理 機 能 の 研 究 が 世
界 中 で 活 発 化 し 、 多 大 な 関 心 が 寄 せ ら れ た 。 そ の 結 果 、 多 く の 研 究 結 果
が 報 告 さ れ た  [高 野 ,  1 9 9 6 ]  (表 1 - 4 )。  
発 酵 乳 の 寿 命 延 長 効 果 に つ い て は 、乳 酸 菌 La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  を
含 む ス タ ー タ ー で 乳 を 2 4 時 間 発 酵 し て 得 ら れ た 発 酵 乳 を I CR マ ウ ス に
終 生 投 与 す る 試 験 で 調 べ ら れ た [新 井 ,  1 9 8 0 ]。 試 験 群 は 、 L.  h e l v e t i c u s
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発 酵 乳 を 含 む 飼 料 、 全 脂 乳 を 含 む 飼 料 、 基 礎 飼 料 の み を 与 え た 群 の 3 群
が 設 定 さ れ た 。 そ の 結 果 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 含 む 飼 料 を 摂 取 し た 群
の 平 均 寿 命 が 、他 の 2 群 に 比 べ 有 意 に 延 長 す る 結 果 を 得 た (図 1 - 4 )。剖 検
の 結 果 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 含 む 飼 料 の 摂 取 群 は 、 腎 障 害 や 腫 瘍 の 遅
延 が み ら れ て い た 。一 方 で 、高 肉 食 で 腎 病 変 を 呈 す る A PA ハ ム ス タ ー に
L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 与 え て 飼 育 す る 実 験 で は 、 腎 病 変 の 進 行 が 抑 制 さ
れ た こ と か ら 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 が 、 循 環 器 系 に 対 し て 好 影 響 を 与 え
て い る こ と が 推 察 さ れ た [和 田 ,  1 9 8 5 ]。  
そ こ で 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S HR を 用 い て 、L.  h e l v e t i c u s 発 酵
乳 摂 取 が 血 圧 に 与 え る 影 響 が 調 べ ら れ た 。 S H R は 若 齢 時 に は 血 圧 が 正 常
だ が 、 成 長 に 伴 っ て 血 圧 が 上 昇 す る 特 性 を 持 つ 。 そ こ で 、 L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 を 含 む 飼 料 を 、 S H R の 血 圧 が 正 常 で あ る 7 週 齢 か ら 継 続 的 に 摂 取
さ せ た と こ ろ 、 1 3 週 齢 以 降 で 、L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 配 合 飼 料 を 摂 取 し た
ラ ッ ト は 、 対 照 群 に 比 べ て 血 圧 値 の 上 昇 が 抑 え ら れ 、 2 1 週 齢 以 降 で 有 意
な 差 を 示 し た [ N a k a m u r a ,  1 9 9 6 ]。 さ ら に 、 高 血 圧 状 態 に 達 し た S H R に
対 し て 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 単 回 経 口 投 与 し て 、 血 圧 の 変 化 を 調 べ た
実 験 で は 、投 与 2 時 間 後 に 有 意 な 血 圧 値 の 低 下 が 観 察 さ れ た [N a k a m u r a ,  
1 9 9 5 b ]。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 L.  h e l v e t i cu s 発 酵 乳 に よ り 高 血 圧 の 予 防 お
よ び 改 善 効 果 が 期 待 で き る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
 
 
1 - 5 .発 酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用  
 
乳 酸 菌 の 種 類 と 血 圧 降 下 作 用 の 関 係 を 調 べ る た め に 、 様 々 な 乳 酸 菌 で 作
成 し た 発 酵 乳 を S H Rに 経 口 投 与 し て 、 そ れ ら の 血 圧 低 下 作 用 が 比 較 さ れ た 。
そ の 結 果 、 血 圧 降 下 作 用 の 強 弱 は 乳 酸 菌 の 菌 種 に よ り 異 な り 、 特 に 、 L .  
h e l v e t i c u sの 発 酵 乳 に 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 示 さ れ た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 a ]。
表 1 - 5に 代 表 的 な 乳 酸 菌 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 や 発 酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用 な ど
を 比 較 し た 一 覧 表 を 示 し た 。 L .  h e l v e t i c usを は じ め と す る 、 血 圧 降 下 作 用
が 強 い 菌 株 は 、 い ず れ も 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 高 く 、 発 酵 乳 中 に 産 生
さ れ る ペ プ チ ド 含 有 量 も 多 か っ た 。 ペ プ チ ド 含 有 量 と A C E阻 害 活 性 に は 関
連 性 が 見 ら れ た こ と か ら 、 発 酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用 は 、 A C E阻 害 作 用 を 持 つ
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ペ プ チ ド が 関 与 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 な お 、 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 が 欠 損 し た L .  h e l v e t i c u sの 発 酵 乳 は 、 血 圧 降 下 作 用 が 認 め ら れ な か っ
た こ と か ら 、 発 酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用 に は プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 で 乳 タ ン パ ク
質 か ら 生 成 さ れ た ペ プ チ ド の 関 与 が 強 く 示 さ れ て い た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 b ]。 
L .  h e l v e t i c u s発 酵 乳 由 来 の 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 成 分 の 研 究 の 研 究 は 、
1 9 9 0年 代 に 進 め ら れ た 。 L.  h e l v e t i c u s  を 含 む ス タ ー タ ー で 乳 を 発 酵 す る
と 、対 数 増 殖 期 後 期 か ら A C E阻 害 活 性 が 顕 著 に 上 昇 し 、約 2 0時 間 後 に 最 大
値 を 示 し た  [ N a k a m u r a ,  1 9 9 5 a ]  (図 1 - 5 )。 こ の 発 酵 乳 に 含 ま れ る A C E阻 害
作 用 を 持 つ 成 分 に つ い て 、 A C E阻 害 活 性 を 指 標 に 逆 相 H PLCを 用 い て 精 製
し た 結 果 、2つ の ピ ー ク が 単 離 さ れ 、ア ミ ノ 酸 分 析 お よ び N MR分 析 を 経 て 、
2 種 類 の ペ プ チ ド 、 す な わ ち V a l - Pr o - Pr o 、 I l e - Pr o - Pr o が 同 定 さ れ た 。
V a l - Pr o - Pr oと I l e - Pr o - Pr oの A C E阻 害 活 性 は I C 5 0値 ( A C Eの 酵 素 活 性 を 5 0 %
阻 害 す る ペ プ チ ド 濃 度 ) と し て 、 そ れ ぞ れ 9  μ M と 5  μ M と 報 告 さ れ た
[ N a k a m u r a ,  1 9 9 5 a ]。  
L .  h e l v e t i c u s発 酵 乳 お よ び 、 そ れ と 同 程 度 の A C E阻 害 活 性 を 示 す 量 の
V a l - Pr o - Pr o又 は I l e - Pr o - Pr oを S H Rに 単 回 経 口 投 与 し た 場 合 に つ い て 、 血
圧 降 下 作 用 が 比 較 さ れ た 。 そ の 結 果 、 両 ペ プ チ ド は 、 L.  h e l v e t i c u s発 酵 乳
と ほ ぼ 同 程 度 の 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た こ と か ら 、こ れ ら は L.  h e l v e t i c u s  発
酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら れ た [ N a k a m u r a ,  
1 9 9 5 b ]。  
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o  に つ い て は 、経 口 投 与 後 の 体 内 動 態 に 関 す
る 知 見 も 報 告 さ れ た 。 S H R に L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 単 回 投 与 し 、 S H R
の 各 組 織 (血 清 、 大 動 脈 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脳 )を 摘 出 し 、 A CE 活 性 を 調
べ た 結 果 、 L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 投 与 群 は 、 生 理 食 塩 水 を 投 与 し た S H R
対 照 群 と 正 常 血 圧 を 示 す Wi st e r - K y o t o ラ ッ ト ( WK Y )と 比 べ て 動 脈 と 肺 の
A C E 活 性 が 有 意 に 高 い 値 を 示 し た 。 さ ら に 、 H PLC 分 析 の 結 果 、 L .  
h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 投 与 し た S H R の 動 脈 抽 出 物 か ら V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o が 検 出 さ れ た [ Ma su d a ,  1 9 9 6 ]。 さ ら に 。 V a l - Pr o - Pr o に つ い
て は 、小 腸 上 皮 様 細 胞 モ デ ル で あ る C a c o - 2 細 胞 を 用 い て 腸 管 吸 収 性 が 調
べ ら れ た 。 そ の 結 果 、 V a l - Pr o - Pr o ペ プ チ ド の 一 部 が C a c o -2 細 胞 を 透 過
し 、 そ の メ カ ニ ズ ム は 主 と し て 拡 散 で あ る こ と が 報 告 さ れ た [ S a t a k e ,  
2 0 0 2 ] 。 以 上 の 結 果 、 経 口 摂 取 し た L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 に 含 ま れ る
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V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o は 、小 腸 か ら 吸 収 さ れ て 動 脈 に 到 達 し 、そ の
組 織 A C E 活 性 を 減 少 さ せ る こ と で 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 し て い る こ と が 示
唆 さ れ た 。  
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o  を 含 む L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 有 効 性 に つ
い て は 、通 院 高 血 圧 患 者 3 0 名 を 対 象 と し た 、プ ラ セ ボ 対 照 2 群 比 較 試 験
が 実 施 さ れ た 。被 験 者 は 無 作 為 に 2 群 に 分 け ら れ 、試 験 群 は 、L .  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 9 5  m l ( V a l - Pr o - Pr o  1 . 5  m g、 I l e - Pr o - Pr o  1 . 1  m g  含 有 )を 8 週 間 毎
日 飲 用 し 、 対 照 群 は 、 同 じ 用 量 の プ ラ セ ボ 飲 料 を 8 週 間 飲 用 し た 。 そ の
結 果 、 試 験 群 の 収 縮 期 血 圧 ( S B P )は 、 4 週 お よ び 8 週 後 に 、 そ れ ぞ れ 9  
m m H g お よ び 1 4  m m H g 有 意 に 低 下 し 、拡 張 期 血 圧 ( D B P )も 同 様 の 傾 向 を
示 し た [ H a t a ,  1 9 9 6 ]。  
さ ら に 、 高 血 圧 予 備 軍 と も い わ れ る S B P が 1 3 0～ 1 3 9  m m H g を 示 す 正
常 高 値 血 圧 者 1 0 6 名 に 対 し て 1 2 週 間 飲 用 の プ ラ セ ボ 対 照 二 重 盲 験 試 験 が
実 施 さ れ た 。 被 験 者 は 無 作 為 に 試 験 群 と プ ラ セ ボ 群 の 2 群 に 分 け て 評 価
さ れ た 。 試 験 群 へ は 、 ド リ ン ク ヨ ー グ ル ト タ イ プ の 発 酵 乳 3 0 0  
m l ( V a l - Pr o - Pr o  2 . 2 6  m g、 I l e - Pr o - Pr o  1 . 4 8  m g を 含 有 )を 、 対 照 群 は 、 同
じ 用 量 の プ ラ セ ボ を 飲 用 し た 。そ の 結 果 、試 験 群 で は 、開 始 時 SB P が 1 3 4 . 1  
±  5 . 6  m m H g で あ っ た が 、 摂 取 2 週 間 後 に 1 3 1 . 0  ±  6 . 5  m m H g に 、 そ し て
1 2 週 間 後 に は 1 2 8 . 0  ±  5 . 8  m m H g に 低 下 し た 。 試 験 群 の 血 圧 値 は 、 対 照
群 と 比 較 し て 低 い 値 を 示 し 、 群 間 で 有 意 差 が 得 ら れ た 。 D B P も 同 様 の 傾
向 を 示 し た [中 村 ,  2 0 0 4 ]。  
ま た 、フ ィ ン ラ ン ド の 研 究 グ ル ー プ に お い て も L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の
ヒ ト で の 有 効 性 が 評 価 さ れ た 。 3 9 名 の 高 血 圧 患 者 を 2 群 に 分 け て 、 L.  
h e l v e t i c u s  LB K 1 6 株 の 発 酵 乳 を 2 1 週 間 継 続 飲 用 し 、 対 照 群 は プ ラ セ ボ
飲 料 を 同 様 に 飲 用 し た 。 そ の 結 果 、 発 酵 乳 飲 用 群 の 血 圧 値 は 、 プ ラ セ ボ
飲 料 摂 取 群 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た  [ Se p p o ,  2 0 0 3 ]。  
一 方 で 、 乳 酸 菌 が 生 産 す る 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る 成 分 に は 、 ペ プ チ
ド 以 外 に も 、ア ミ ノ 酸 の 一 種 で あ る G A B A ( γ -ア ミ ノ 酢 酸 )が 知 ら れ て い る 。
G A B A は 、 乳 酸 菌 が 保 有 す る グ ル タ ミ ン 酸 脱 炭 酸 酵 素 に よ り 、 培 地 中 の
グ ル タ ミ ン 酸 が 脱 炭 酸 さ れ る こ と で 生 成 さ れ る 。 G A B A を 生 成 す る 乳 酸
菌 種 に は 、 La c t o b a c i l l u s  b r e v i s や L a c t o b a c i l l u s  p l a n t a r u m な ど 、 主 に
植 物 素 材 か ら 分 離 さ れ る 菌 種 や 、La c t o c o c c u s  l a c t i s の よ う に 、タ ン パ ク
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質 分 解 活 性 が 弱 く 乳 酸 生 成 量 も 弱 い 菌 種 が 知 ら れ て い る が 、 乳 の 発 酵 に
優 れ た 菌 種 か ら の 報 告 は 少 な い [上 野 ,  2 0 0 7 ;  森 ,  2 0 0 7 ;  寺 島 ,  2 0 1 2 ]。  
G A B A 生 産 菌 の 発 酵 乳 へ の 利 用 例 と し て は 、 L .  l a c t i s と 、 L .  c a se i の
混 合 培 養 の 発 酵 乳 が 知 ら れ て い る [ H a y a k a w a ,  2 0 0 4 ]。 L .  c a se i の 単 菌 発
酵 乳 は 、 血 圧 降 下 作 用 を ほ と ん ど 示 さ な い [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 a ]が 、 自 身
の も つ タ ン パ ク 質 分 解 系 に よ り 、 乳 タ ン パ ク 質 を 分 解 し て グ ル タ ミ ン 酸
を 遊 離 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 L .  c a se i は 、 L .  l a c t i s が G A B A を 生
産 す る た め に 必 要 な 基 質 と な る グ ル タ ミ ン 酸 を 供 給 す る 菌 と し て 利 用 で
き る 。こ の 発 酵 乳 は S H R へ の 経 口 投 与 で 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る こ と が
知 ら れ て い る [ H a y a k a w a ,  2 0 0 4 ]。し か し 、そ の 他 の G A B A 生 産 乳 酸 菌 の
発 酵 乳 へ の 応 用 例 は あ ま り 知 ら れ て い な い 。  
 
 
1 - 6 .  L .  h e l v e t i c u s の タ ン パ ク 質 分 解 系 と 血 圧 降 下 ペ プ チ ド  
 
乳 酸 菌 は 、 乳 タ ン パ ク 質 を 分 解 し て 、 ア ミ ノ 酸 を 生 育 の た め に 窒 素 源 と
し て 利 用 す る シ ス テ ム を 持 っ て い る [ S m i d ,  1 9 9 1 ;  Th o m a s ,  1 9 8 1 ]。 そ の シ
ス テ ム は 、 大 き く 3つ の ス テ ッ プ に 分 け ら れ 、 最 初 の ス テ ッ プ で は 、 乳 酸
菌 の 菌 体 表 層 の 外 側 に 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ が 、 乳 タ ン パ ク 質 を 断 片 化 し
て 発 酵 乳 中 に ペ プ チ ド を 蓄 積 さ せ る [ Mo n n e t ,  1 9 8 6 ;  Z e v a c o ,  1 9 8 8 ]。 乳 酸
菌 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 こ れ ま で に 7種 類 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て 特 徴
付 け が な さ れ た 。 具 体 的 に は 、 L .  l a c t i s や L .  p a r a c a se i か ら Pr t P 、 L .  
h e l v e t i c u s か ら は Pr t H 、 Pr t H 2 、 Pr t Y 、 L .  r h a m n o su s か ら は Pr t R 、 S .  
t h e r m o p h i l u s か ら は Pr t S 、 そ し て L .  b u l g a r i c u s か ら Pr t B が 報 告 さ れ た
[ K o k ,  1 9 8 8 ;  H o l c k ,  1 9 9 2 ;  G i b e r t ,  1 9 9 6 ;  Pe d e r so n ,  1 9 9 9 ;  S i e z e n ,  1 9 9 9 ;  
Fe r n a n d e z - E sp l a ,  2 0 0 0 ;  Y a m a m o t o ,  2 0 0 0 ;  Pa s t a r ,  2 0 0 3 ]。そ の う ち 、Pr t P
と P r t Hの 遺 伝 子 配 列 に は 相 同 性 が 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る [ Pe d e r so n ,  
1 9 9 9 ]。  
次 の ス テ ッ プ で は 、 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 生 成 さ れ た ペ プ チ ド が 、
細 胞 表 層 に 存 在 す る ペ プ チ ド ト ラ ン ス ポ ー タ ー を 介 し て 菌 体 内 に 取 り 込 ま
れ る 。 ペ プ チ ド ト ラ ン ス ポ ー タ ー は 、 こ れ ま で に 3種 類 の 存 在 が 知 ら れ て
お り 、比 較 的 長 鎖 の 4~ 1 8ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド は 、オ リ ゴ ペ プ チ ド パ ー
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ミ ア ー ゼ  ( O PP)が 、 2 ~ 3ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド は 、 H＋ 駆 動 型 ジ /ト リ ペ
プ チ ド ト ラ ン ス ポ ー タ ー （ D t p T） が 、 2 ~ 9ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド は ペ プ
チ ド A B Cト ラ ン ス ポ ー タ ー （ D p p） が 対 応 し て い る [ Do e ve n ,  2 0 0 5 ]。  
最 後 の ス テ ッ プ で は 、 菌 体 内 に 取 り 込 ま れ た ペ プ チ ド が 、 細 胞 質 内 に 存
在 す る ペ プ チ ダ ー ゼ 群 に よ り ア ミ ノ 酸 ま で 分 解 さ れ る 。 そ し て 、 窒 素 源 と
し て 生 育 に 利 用 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。乳 酸 菌 の 菌 体 内 ペ プ チ ダ ー ゼ は 、
少 な く と も 1 6種 類 あ る こ と が 報 告 さ れ て い る [ C h r i s t e n se n ,  1 9 9 9 ]。  
菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 は 、 一 般 に 乳 酸 球 菌 よ り 乳 酸 桿 菌 の も の が 強
い と 報 告 さ れ て い る 。 特 に L .  h e l v e t i c u sは 、 乳 酸 桿 菌 の な か で 最 も 高 い プ
ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 a ]  (表 1 - 5 )。
乳 酸 菌 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 影 響 を 与 え る 要 因 に は 、 乳 酸 菌 が 乳 糖
を 分 解 し て 菌 体 外 に 産 生 す る 乳 酸 に よ る p Hの 低 下 や 、プ ロ テ ア ー ゼ 関 連 遺
伝 子 の 発 現 調 節 な ど が 考 え ら れ る 。 後 者 に つ い て は 、 乳 酸 球 菌 の L .  l a c t i s
で 研 究 が 行 わ れ 、C o dYと 呼 ぶ 転 写 抑 制 因 子 に よ る 制 御 シ ス テ ム の 存 在 が 報
告 さ れ て い る [ G u ed on ,  2 0 0 1 ;  Pe t r a n o v i c ,  2 0 0 4 ]。 C o d Yは 、 菌 体 内 の 分 岐
鎖 ア ミ ノ 酸 ( V a l ,  Le u ,  I l e )の 濃 度 を 感 知 し て 、 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ の Pr t P
遺 伝 子 、ト ラ ン ス ポ ー タ ー の O p pや D t p T遺 伝 子 お よ び 、各 種 ペ プ チ ダ ー ゼ
遺 伝 子 の 上 流 に あ る C o d Y - b o xに 結 合 し て 、下 流 の 遺 伝 子 の 転 写 を 抑 制 し て 、
L .  l a c t i sの タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 低 下 さ せ る [d e n  H e n g s t ,  2 0 0 5 ]。 一 方 、
乳 酸 桿 菌 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 分 解 活 性 の 制 御 系 に 関 す る 報 告 例 は あ ま
り 知 ら れ て い な い 。 一 例 と し て は 、 ペ プ チ ド を 豊 富 に 含 む 培 地 で L .  
h e l v e t i c u s  C R L 1 0 6 2株 を 培 養 す る と 、菌 体 外 プ ロ テ ー ゼ（ Pr t H）の 活 性 が
低 下 す る こ と が 報 告 さ れ 、 そ の 理 由 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 の Proや Le uが 、
P r t H 活 性 の 調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る
[ H e b e r t ,  2 0 0 0 ]。 こ の よ う に 、 乳 酸 桿 菌 に お い て も 、 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ
の 活 性 を 調 節 す る メ カ ニ ズ ム の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る た め に 、 今 後 、 関 連
す る 研 究 が 進 展 す れ ば 、 こ れ ま で 不 明 で あ っ た 、 菌 種 や 菌 株 の 違 い に よ る
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 強 弱 に つ い て 何 ら か の 知 見 が 得 ら れ る と 期 待 さ れ る 。  
A C E 阻 害 ペ プ チ ド Va l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o の 乳 酸 菌 発 酵 に よ る 生
成 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 、 L .  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 を 用 い て 研 究 が 行 わ れ
た 。 L .  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に つ い て は 単 離 精 製 さ
れ 、 そ の 性 質 と 、 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る 主 な 切 断 部 位 が 報 告 さ れ
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た 。 し か し 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o は 、 そ の 切 断 部 位 か ら は 見 出 さ
れ な か っ た  [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ] 。 そ の 後 の 研 究 で 、 V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o は 、L .  h e l v e t i c u s の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て β カ ゼ イ ン
か ら 生 成 さ れ た 2 8 か ら 2 9 ア ミ ノ 酸 か ら な る 比 較 的 長 い ペ プ チ ド が 前 駆
ペ プ チ ド と し て 、 菌 体 内 に 取 り 込 ま れ た 後 、 さ ら に 複 数 の ペ プ チ ダ ー ゼ
に よ る 分 解 を 受 け て 生 成 さ れ る と 考 え ら れ て い る [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ;  
U e n o ,  2 0 0 4 ]。  
L .  h e l v e t i c u s の プ ロ テ ア ー ゼ は 、分 子 量 約 4 5  k D a の タ イ プ の も の と 、
分 子 量 約 1 8 0  k D a の タ イ プ に 分 け ら れ る こ と が 報 告 さ れ て お り
[ Ya m a m o t o ,  1 9 9 8 ]、 そ れ ぞ れ カ ゼ イ ン 配 列 の 切 断 部 位 が 異 な る こ と が 判
っ て い る [ O n o ,  1 9 9 7 ]。 前 者 の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 L .  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株
か ら 、 後 者 は 、 L .  h e l v e t i c u s  C P5 3 株 か ら 見 出 さ れ た が 、 こ れ ら プ ロ テ
ア ー ゼ の 違 い と V a l -Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o の 生 産 性 に つ い て は 、大 き な
違 い は 認 め ら れ て い な い [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 8 ;  O n o ,  1 9 9 7 ]。  
乳 を L.  h e l v e t i c u s で 発 酵 さ せ る こ と で V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を
生 成 さ せ る プ ロ セ ス は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が 、 乳 酸 発 酵 の 進 行 と 共 に L.  
h e l v e t i c u s が 産 生 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 生 じ る た め 、 発 酵 条 件
に よ っ て 、 ペ プ チ ド の 生 成 量 は 変 動 し や す く 、 一 定 の 含 有 量 で 安 定 的 に
得 る こ と が 困 難 で あ る 、 従 っ て 本 生 成 プ ロ セ ス に は 、 産 業 応 用 上 の 課 題
が あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 L .  h e l v e t i c u s は 、 他 の 種 類 の 乳 酸 菌 よ り も
乳 酸 生 成 力 が 高 い た め に 、 得 ら れ た 発 酵 乳 の 酸 味 が 非 常 に 強 く 、 摂 取 時
に は 、 加 糖 や 希 釈 な ど 風 味 調 整 が 必 要 と な る 。 そ こ で 、 乳 酸 発 酵 を 伴 わ
な い 酵 素 分 解 に よ る ペ プ チ ド 素 材 の 開 発 や 、 発 酵 条 件 の 検 討 に よ り 、 酸
味 を 抑 え た 発 酵 乳 開 発 を 目 指 す な ど 、 よ り 風 味 が 良 く て 摂 取 し や す い 形
態 の 素 材 開 発 を 目 的 と し て 、 L .  h e l v e t i c u s の タ ン パ ク 質 分 解 系 の 研 究 が
進 め ら れ た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ]。  
そ れ ら の 研 究 を 進 め る な か で 、 L .  h e l v e t i c u s か ら 単 離 し た 菌 体 外 プ ロ
テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を 直 接 分 解 す る こ と で 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 は 、
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を 含 ま な い の に も 関 わ ら ず 、高 血 圧 モ デ ル ラ
ッ ト で あ る S H R へ 投 与 す る と 、顕 著 な 血 圧 降 下 作 用 が あ る こ と が 明 ら か
に な っ た 。 し か し 、 そ の 有 効 成 分 ま で は 解 明 さ れ て な い [ Ya m a m o t o ,  
1 9 9 4 b ]。さ ら に 、発 酵 時 間 を 1 0 時 間 程 度 で 停 止 さ せ て 、酸 味 を 抑 え た 状
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態 の L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 は 、 A C E 阻 害 活 性 が 低 く 、 V a l -Pr o - Pr o や
I l e - Pr o - Pr o を 含 ま な い の に も 関 わ ら ず 、SH R へ の 経 口 投 与 で 顕 著 な 血 圧
降 下 作 用 を 示 し た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 b ]。 こ の 発 酵 乳 に 含 ま れ る 有 効 成 分
も 詳 細 は 判 っ て い な い 。 従 っ て 、 L .  h e l v e t i c u s は 、 V a l -Pr o - Pr o 、
I l e - Pr o - Pr o 以 外 に も 、血 圧 降 下 ペ プ チ ド を 生 成 し て い る 可 能 性 が 強 く 示
唆 さ れ た た め 、 そ れ ら の 活 性 本 体 と な る 有 効 成 分 を 解 明 す れ ば 、 よ り 工
業 的 に 安 定 な 血 圧 降 下 ペ プ チ ド 生 産 方 法 の 開 発 や 、 従 来 よ り も 酸 味 の 影
響 の 少 な い 嗜 好 性 に 優 れ た 血 圧 降 下 素 材 開 発 に つ な が る 可 能 性 が 示 さ れ
て い た 。  
 
 
1 - 7 .  L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 安 全 性  
 
食 品 の 安 全 性 は 、 長 年 の 食 経 験 か ら 担 保 さ れ て い る 。 し か し 、 特 定 保
健 用 食 品 や 栄 養 機 能 食 品 の よ う に 、 何 ら か の 健 康 効 果 を 期 待 し て 摂 取 す
る 食 品 の 場 合 に は 、 有 効 成 分 の 量 や 食 品 の 加 工 度 か ら 考 え て 、 十 分 な 食
経 験 が 無 い か 、 ま た は 乏 し い と 判 断 さ れ る 場 合 に は 、 ヒ ト へ の 安 全 性 評
価 に 先 立 っ て i n  v i t r o 試 験 及 び 、動 物 を 用 い た i n  v i vo 試 験 を 実 施 す る 必
要 が あ る [内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 ,  2 0 0 4 ,  2 0 0 7 ]。  
発 酵 乳 の 原 点 は 、 乳 を 木 桶 や 皮 袋 の 容 器 に 入 れ て 保 存 し た 際 に 、 そ れ
ら 容 器 に 付 着 し て い た 乳 酸 菌 の 自 然 発 酵 で 生 じ た 物 の 利 用 だ と 考 え ら れ
て い る 。 こ の 発 酵 乳 を 人 類 に よ る 利 用 の 歴 史 か ら 考 察 す る と 、 利 用 の 始
ま り は 紀 元 前 5 0 0 0 年 頃 と 大 変 古 く [森 ,  20 0 7  ]、そ の 点 か ら は 食 経 験 が 豊
富 な 食 品 だ と 考 え ら れ る 。 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 発 酵 乳 に つ い て は 、 日
本 国 内 に お い て 9 0 年 以 上 の 摂 取 経 験 が あ る 。そ れ に 加 え 、L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 の 血 圧 値 や 、 循 環 器 機 能 に 与 え る 影 響 を 確 認 す る こ と を 中 心 と し
て 、 動 物 や ヒ ト へ の 飲 用 試 験 が 行 わ れ 、 科 学 的 な デ ー タ が 取 得 さ れ た 。  
動 物 へ の 評 価 と し て は 、 正 常 血 圧 を 示 す Wi st a r - K y o t o  ラ ッ ト ( WK Y )
へ 、 体 重 1  k g あ た り 2 5  m l の L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 単 回 経 口 投 与 し 、
血 圧 へ の 影 響 が 調 べ ら れ た 。そ の 結 果 、WK Y ラ ッ ト の 血 圧 に は 大 き な 変
化 を 与 え な か っ た［ N a k a m u r a ,  1 9 9 5 b］。さ ら に 、S H R に 7 週 齢 よ り 2 3
週 齢 ま で L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 添 加 し た 飼 料 を 自 由 摂 取 さ せ た 試 験 で は 、
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L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 群 と 対 照 (基 礎 飼 料 )群 と の 間 で 飼 料 摂 取 量 、 体 重 変
化 に 差 は 無 か っ た 。 そ し て 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 添 加 食 群 は 、 対 照 群 に
対 し て 有 意 に 低 め の 血 圧 値 を 示 し た が 、 そ れ ら の 臓 器 重 量 、 血 液 成 分 の
測 定 結 果 は 、対 照 群 と の 差 は 無 か っ た [ Na k a m u r a ,  1 9 9 6 ]。2 3 週 令 の S H R
お よ び WK Y ラ ッ ト の 腹 部 大 動 脈 、肺 、腎 臓 、心 臓 、脳 を 摘 出 し 、各 部 位
の A C E 活 性 を 比 較 す る と 、S H R で は WKY ラ ッ ト に 比 べ 腹 部 大 動 脈 A C E
活 性 が 1 0 倍 亢 進 し て い た 。 L.  h e l ve t i c u s 発 酵 乳 発 酵 乳 を 経 口 投 与 す る
と 、S H R で は 、腹 部 大 動 脈 A C E 活 性 は 有 意 に 減 少 し た が 、他 の 部 位 で は
変 化 し な か っ た 。 ま た 、 WK Y ラ ッ ト に L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 投 与 し 同
様 に A C E 活 性 を 測 定 し た が 、い ず れ の 部 位 に も 変 化 は な か っ た 。S H R を
用 い た 試 験 に お い て 、L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 投 与 し た S H R の 腹 部 大 動 脈
の 熱 処 理 可 溶 化 画 分 か ら は 、V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o の ペ プ チ ド が 検
出 さ れ た 。一 方 、他 の 部 位 ま た は WK Y ラ ッ ト の い ず れ の 部 位 か ら も 、こ
れ ら の ペ プ チ ド は 検 出 さ れ な か っ た [ Ma s u d a ,  1 9 9 6 ]。  
 ヒ ト へ の 安 全 性 評 価 に 対 し て は 、健 康 な 成 人 ボ ラ ン テ ィ ア 6 0 名 を 対 象
と し て 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 一 度 に 大 量 摂 取 し た と き の 胃 腸 症 状 へ の
影 響 が 調 べ ら れ た 。 飲 用 量 と し て は 、 体 重 6 0  k g 当 た り L.  h e l v e t i c u s 発
酵 乳 1 0 0  m l を 基 準 と し 、 そ の 1～ 5 倍 量 の 5 段 階 の 用 量 を 、 ま た 対 照 と
し て 未 発 酵 乳 を 用 い て 同 様 に 5 段 階 の 用 量 が 設 定 さ れ た 。 そ の 結 果 、 両
群 の 胃 腸 症 状 に 有 意 な 差 は な く 、 検 出 し た 胃 腸 症 状 も 一 過 性 で 、 治 療 を
要 す る も の で は な か っ た 。 さ ら に 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 群 に は 下 痢 も 認
め な か っ た [中 島 ,  1 9 9 6 ]。 正 常 血 圧 者 2 6 名 の 健 康 な 成 人 ボ ラ ン テ ィ ア に
対 し て も 、L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 飲 用 に よ る 、血 圧 、心 拍 数 、血 液 成 分 、
自 他 覚 症 状 に 与 え る 影 響 が 調 べ ら れ た 。 被 験 者 は 、 無 作 為 に 2 群 に 振 り
分 け ら れ 、 一 方 に は 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 9 5  m l ( V a l - Pr o - Pr o  1 . 5  m g、
I l e - Pr o - Pr o  1 . 1  m g  含 有 )を 毎 日 8 週 間 飲 用 さ せ た 。 も う 一 方 に は プ ラ セ
ボ 飲 料 を 同 様 に 飲 用 さ せ た 。 そ の 結 果 、 両 群 と も に 、 血 圧 、 心 拍 数 、 体
重 、 血 液 成 分 を 含 め 、 測 定 し た い ず れ の 指 標 に も 大 き な 変 化 は な か っ た
[板 倉 ,  2 0 0 1 ]。  
以 上 の よ う に 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 そ の も の は 、 安 全 性 も 高 く 、 血 圧
降 下 作 用 を は じ め と す る 様 々 な 健 康 機 能 性 を 持 つ 可 能 性 が あ る 有 望 素 材
で あ る こ と が 示 さ れ て い た 。一 方 で 、こ の L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 粉 末 化
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し て 、 発 酵 成 分 が 濃 縮 さ れ た 状 態 の 素 材 に つ い て は 、 そ の 安 全 性 を 科 学
的 に 説 明 す る た め に 必 要 な 知 見 は 、 十 分 に 得 ら れ て い な い 。  
 
 
1 - 8 .  L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 食 品 応 用 に 関 す る 課 題  
 
発 酵 乳 は 、 乳 酸 菌 の プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 で 乳 タ ン パ ク 質 が 分 解 さ れ て
生 成 さ れ た 様 々 な ペ プ チ ド を 含 有 し て お り 、 風 味 良 好 な ペ プ チ ド 素 材 と
し て 有 望 で あ る 。 な か で も 、 L .  h e l v e t i c u s は 、 他 の 乳 酸 菌 に 比 べ て タ ン
パ ク 質 分 解 活 性 が 強 い た め に 、 多 く の ペ プ チ ド を 産 生 す る [ Ya m a m o t o ,  
1 9 9 4 a ]。こ れ ま で に も 、L.  h e l v e t i c u s を 含 む ス タ ー タ ー を 用 い て 3 7℃ で
2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 か ら 、 A C E の 阻 害 活 性 を も つ ペ プ チ ド で あ る
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o が 見 出 さ れ て き た [N a k a m u r a ,  1 9 9 5 a ]。 こ の
発 酵 乳 は 、 発 酵 で 生 じ た 乳 酸 が 強 い 酸 味 を 呈 す る た め に 、 直 接 飲 用 が 困
難 な こ と が 課 題 で あ っ た 。一 方 で 、発 酵 を 1 0 時 間 で 止 め て 酸 味 を 抑 え た
L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 や 、 L.  h e l v e t i c u s か ら 精 製 し た プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ
イ ン を 直 接 分 解 し た ペ プ チ ド に も 、自 然 発 症 高 血 圧 ラ ッ ト ( SH R )へ の 経 口
投 与 で 血 圧 降 下 作 用 が 示 さ れ た め 、 風 味 良 好 な 食 品 開 発 の 可 能 性 が 示 さ
れ て い た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ,  1 9 9 4 b ] 。 し か し 、 い ず れ の 素 材 も 、
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を 含 有 し て お ら ず 、血 圧 降 下 作 用 を 示 す 活 性
本 体 は 明 ら か に な っ て い な い 。  
さ ら に 、V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を 含 ん だ 酸 味 の 強 い L.  he l v e t i c u s
発 酵 乳 に つ い て も 、 乳 酸 を 低 減 さ せ た 粉 末 化 素 材 が 開 発 さ れ た 。 こ れ に
よ っ て 、 L.  h e l ve t i c u s が 生 成 す る V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を は じ め
と す る 機 能 性 成 分 が 、 酸 味 の 影 響 を 軽 減 し た 形 で 風 味 良 好 な 食 品 開 発 に
利 用 で き る よ う に な っ た 。 し か し 、 原 料 発 酵 乳 由 来 の 様 々 な 成 分 が 濃 縮
さ れ た た め 、 過 剰 摂 取 を 想 定 し た 安 全 性 を あ ら た に 考 察 す る 必 要 が 生 じ
た 。  
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1 - 9 .  本 論 文 の 目 的 と 構 成   
 
本 研 究 で は 、 食 品 に 利 用 可 能 な 風 味 良 好 な 血 圧 降 下 ペ プ チ ド 素 材 の 開
発 に 向 け て 、 L.  h e l ve t i c u s が 生 成 す る Va l - Pr o - Pr o と I l e - P r o - Pr o 以 外
の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 存 在 と 、 そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に し て 、 産
業 応 用 へ の 可 能 性 を 探 る 基 礎 的 知 見 を 得 る こ と を 第 一 の 目 的 と し た 。 次
に 、L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 乳 酸 低 減 粉 末 の 実 用 化 に 向 け た 一 助 と す べ く 、
本 粉 末 素 材 に つ い て 、 動 物 細 胞 お よ び 動 物 を 用 い て 安 全 性 に 関 す る 基 礎
知 見 を 得 る こ と を 第 二 の 目 的 と し た 。  
す な わ ち 、 第 1 章 で は 、 国 民 生 活 に お け る 高 血 圧 症 の 問 題 や 、 そ れ に
食 品 で 対 処 す る こ と の 意 義 や 科 学 的 根 拠 に つ い て 整 理 し 、 特 に 、 発 酵 乳
由 来 の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 有 望 性 と 課 題 に つ い て レ ビ ュ ー し た 。 第 2 章
で は 、 風 味 良 好 な 血 圧 降 下 ペ プ チ ド 素 材 の 開 発 に 向 け て 、 乳 酸 菌 L.  
h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 か ら 単 離 精 製 し た 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 乳 カ ゼ
イ ン 分 解 物 か ら 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 有 効 ペ プ チ ド の 単 離 ・ 同 定 を 行 な っ
た 。 S H R に 対 す る 血 圧 降 下 作 用 を 指 標 と し て 、 血 圧 降 下 作 用 を 示 す 主 要
ペ プ チ ド を 検 索 し た 。 第 3 章 で は 、 前 章 で 見 出 し た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の
作 用 メ カ ニ ズ ム を 研 究 し た 。 そ こ で は 、 ペ プ チ ド を 経 口 投 与 し た 後 の 消
化 過 程 で の 挙 動 か ら 作 用 メ カ ニ ズ ム を 推 定 す べ く 、 人 工 消 化 試 験 を 実 施
し た 。 さ ら に 血 圧 降 下 作 用 を 示 す 活 性 本 体 に つ い て も 研 究 し た 。 第 4 章
で は 、 酸 味 を 抑 え た ヨ ー グ ル ト タ イ プ の 風 味 良 好 な 血 圧 降 下 素 材 開 発 に
向 け た 研 究 を 行 っ た 。 乳 酸 菌 株 は 、 L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 か ら 派 生 し た
酸 生 成 力 の 弱 い 変 異 株 L.  h e l v e t i c u s  C P N 4 株 を 用 い 、 発 酵 は 、 一 般 的 な
ヨ ー グ ル ト に 近 い pH  4 付 近 で 停 止 さ せ た 。こ の 酸 味 を 抑 え た 発 酵 乳 に 含
ま れ る 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 成 分 を 探 索 し た 。 第 5 章 で は 、 L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 全 体 の 安 全 性 に つ い て 、 科 学 的 根 拠 を 強 化 す る た め に 、 当 該 ホ エ
ー 成 分 を 乳 酸 低 減 後 に 濃 縮 粉 末 化 し た 素 材 を 用 い て 、 動 物 細 胞 や 動 物 を
用 い た 安 全 性 評 価 を 実 施 し た 。  
以 上 、 こ れ ら の 研 究 を 通 し て 、 血 圧 降 下 作 用 を は じ め と す る 、 風 味 良
好 な 機 能 性 食 品 開 発 に 向 け た 研 究 お よ び 、 実 用 化 の た め の 技 術 開 発 に 重
要 な 基 礎 的 知 見 を 得 る こ と を 目 指 し た 。  
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表 1 - 1『 高 血 圧 治 療 ガ イ ド ラ イ ン 2 0 0 9』 に お け る 成 人 の 血 圧 値 の 分 類  
( m m H g )  
分 類  収 縮 期 血 圧    拡 張 期 血 圧  
至 適 血 圧  < 1 2 0   か つ  < 8 0  
正 常 血 圧  1 2 0 – 1 2 9  か つ  8 0 – 8 4  
正 常 高 値 血 圧  1 3 0 – 1 3 9  ま た は  8 5 – 8 9  
I 度 高 血 圧  1 4 0 – 1 5 9  ま た は  9 0 – 9 9  
I I 度 高 血 圧  1 6 0 – 1 7 9  ま た は  1 0 0 – 1 0 9  
I I I 度 高 血 圧  ≧ 1 8 0  ま た は  ≧ 1 1 0  
(孤 立 性 )収 縮 期 高 血 圧  ≧ 1 4 0  か つ  < 9 0  
[日 本 高 血 圧 学 会 ,  2 0 0 9 ]   
 
 
 
 
表 1 - 2 収 縮 期 血 圧 が 2 m m H g 低 下 す る こ と で 予 測 さ れ る 疾 病 の 年 間 死
亡 者 数 と 年 間 罹 患 者 数 の 予 測               
(人 )  
  脳 卒 中  虚 血 性 心 疾 患  循 環 器 疾 患  
死 亡 者 の 減 少  9 , 1 2 7  3 , 9 4 4  2 1 , 0 5 5  
罹 患 者 の 減 少  1 9 , 7 5 7  5 , 3 6 7  -  
[健 康 日 本 2 1 ,  2 0 0 0 ]   
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表 1 - 3  乳 タ ン パ ク 質 か ら 見 出 さ れ た 主 な 機 能 性 ペ プ チ ド  
機能 配列（アミノ酸1文字表記) 由来 出展
オピオイドアゴニスト RYLGYL αS1カゼイン Loukas　1983
オピオイドアンタゴニスト YPSYGLN κカゼイン Xu　1998
免疫調節 LLYQEPVLGPVRGPFPIIV βカゼイン Minkiewicz　2000
抗凝固作用 MAIPPKKNQDDK κカゼイン Fiat 1989
抗菌作用 YQEPVLGPVRGPFPIIV βカゼイン Xu　1998
カルシウム吸収促進 RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR βカゼイン Smacchi　2000
（ホスホペプチド）
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表 1 - 4  発 酵 乳 ・ 乳 酸 菌 の 栄 養 ・ 生 理 効 果 に つ い て の 主 な 研 究  
機能領域 生理効果 乳酸菌の要因
●栄養増強 ・栄養価の改善 蛋白の予備消化 代謝活性
・吸収促進 ビタミン生成 蛋白分解活性
ミネラル吸収促進 ビタミン生成能
・乳糖不耐改善 乳糖分解 乳酸生成
乳糖分解酵素
●寿命延長
●感染防御 ・整腸効果 抗菌物質 抗菌物質生産能
　　腸内フローラの改善 菌体と腸管との親和性
　　有害菌の抑制 菌体構成成分
●制癌 ・有害代謝活性の抑制 発酵乳中のオリゴ糖 多糖類 菌体壁成分
・抗変異原性 変異原物質の吸着 細胞表面構造
・免疫賦活 マクロファージ活性化
●抗アレルギー ・Ⅰ型アレルギー改善 Th1/Th2バランス改善
●抗循環器病 ・血中コレステロール低減 コレステロール　
合成阻害
吸収阻害
排泄促進
・血圧降下 ACE阻害物質生成
プロスタグランジン生成
[高野, 1996]より一部改編  
 
 
 
 
 
 
2
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表 1-5 各種乳酸菌発酵乳のACE阻害活性と血圧降下作用
Strain
Control(milk) 0.00 - 0 -5.0 ± 7.3
(Lactobacilli)
L. helveticus  CP790 0.19 230 58 -27.4 ± 13.3 ＊＊
L. helveticus  CP611 0.25 367 70 -20.0 ± 9.6 ＊＊
L. helveticus  CP615 0.18 420 51 -23.0 ± 13.4 ＊＊
L. helveticus  JCM1006 0.15 182 26 -15.2 ± 9.3 ＊
L. helveticus  JCM1120 0.10 112 34 -6.5 ± 10.8
L. helveticus  JCM1004 0.21 186 48 -29.3 ± 13.6 ＊＊
L. delbrueckii subsp. bulgaricus CP973 0.19 105 22 -0.8 ± 8.2
L. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM1002 0.11 124 28 -4.5 ± 4.0
L. casei CP680 0.01 35 3 -0.2 ± 6.6
L. casei JCM1134 0.00 28 9 -7.0 ± 11.2
L. casei JCM1132 0.09 25 18 -9.6 ± 7.2
L. acidophilus JCM1132 0.00 28 8 -8.7 ± 7.8
L. delbrueckii subsp. lactis JCM1105 0.08 18 16 -3.3 ± 3.5
(streptococci)
S. thermophilus  CP1007 0.02 25 3 -2.4 ± 8.1
(Lactococci)
L. lactis subsp. lactis CP684 0.00 35 4 -7.3 ± 10.5
L. lactis subsp. cremoris CP312 0.02 18 4 -5.8 ± 13.9
［Yamamoto, 1994 ］より一部改変
1 Peptide concentration of fermented milks were measured by the OPA method　[Charch 1983] using typtic digest as a standard peptide.
2 Proteinase activity of various bacteria were measured by Twinnging's method [Twining 1984].
3 The ACEinhibitory activity of each whey fraction was evaluated at the concentration that inhibited 50% of the ACE
activity by serial dilution. One unit of ACE inhibitory activity was defined as the amount of enzyme that inhibit the 50% of ACE activity.
4 Systolic blood pressure 
Significant difference from control: Mean±SD (n=5) *p  < 0.05, **p  < 0.01
SBP4
(-⊿mmHg)
Peptide concentration1 Proteinase activity2 ACE inhibitory activity3
(%) (U / ml) (U / ml)
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図 1 - 1 高 血 圧 症 有 病 者 の 状 況 (平 成 1 8 年 国 民 健 康 ・ 栄 養 調 査 )  
[厚 生 労 働 省 ,  2 0 0 8 ]  
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図 1 - 2 レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 を 介 し た 血 圧 上 昇 メ カ ニ ズ ム
Angiotensinogen
Inactive fragmentsAngiotensin II
Renin
Angiotensin-
converting enzyme
（ACE)
Blood pressure elevation
Bradykinin
Angiotensin I
Aldosterone Sodium resorption Vasoconstriction
AT1 receptor
Promotes salt and fluid retention
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図 1 - 3  ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 （ A C E） と 基 質 、 阻 害 剤 の 結 合 様 式
に 関 す る 模 式 図   
[ O n d e t t i ,  1 9 7 7 ;  C h e u n g ,  1 9 8 0 ]を 参 考 に 作 製 し た 。 矢 印 （ ↑ ） は
切 断 部 位  
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図 1 - 4  I C R マ ウ ス の 生 残 率 の 経 時 変 化  
                   [新 井 ,  1 9 8 0 ]よ り 一 部 改 変  
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図 1 - 5 L.  h e l v e t i c u s  の 発 酵 に お け る 各 種 パ ラ メ ー タ の 経 過 時 変 化   
[ N a k a m u r a ,  1 9 9 5 a ]   
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L . ,  Mo l l e t ,  B .  A  n e w  c e l l  su r f a c e  p r o t e i n a se :  s e q u e n c i n g  a n d  
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a n a l y s i s  o f  t h e  p r t B  g e n e  f r o m  La c t o b a c i l l u s  d e b r u e c k i i  su b sp .  
b u l g a r i c u s .  J .  B a c t e r i o l .  1 9 9 6 ;  1 7 8 :  3 0 5 9 – 3 0 6 5 .  
G u é d o n ,  E . ,  S e r r o r ,  P . ,  E h r l i c h ,  S D . ,  R e n a u l t ,  P . ,  D e l o r m e ,  C .  
P l e i o t r o p i c  t r a n sc r i p t i o n a l  r e p r e s so r  C o d Y  se n se s  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
p o o l  o f  b r a n c h e d - c ha i n  a m i n o  a c i d s  i n  La c t o c o c c u s  l a c t i s .  Mo l .  
Mi c r o b i o l .  2 0 0 1 ;  4 0 :  1 2 2 7 - 1 2 3 9 .  
H a b i b i − N a j a f i ,  MB . ,  Le e ,  B H .  B i t t e r n e s s  i n  c h e e se .  C r i t .  R e v .  Fo o d  
S c i .  N u t r .  1 9 9 6 ;  3 6 :  3 9 7 − 4 1 1 .   
H a t a ,  Y . ,  Ya m a m o t o ,  M . ,  O h n i ,  M . ,  N a k a j i m a ,  K . ,  N a k a m u r a ,  Y . ,  
Ta k a n o ,  T .  A  p l a c e b o - c o n t r o l l e d  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t  o f  s o u r  m i l k  o n  
b l o o d  p r e ssu r e  i n  h y p e r t e n s i v e  su b j e c t s .  A m .  J .  C l i n .  N u t r .  1 9 9 6 ;  
6 4 :  7 6 7 – 7 7 1 .  
H a y a k a w a ,  K . ,  K i m u r a  M . ,  K a sa h a ,  K . ,  M a t su m o t o ,  K . ,  S a n sa w a ,  H . ,   
Ya m o r i a ,  Y.  E f f e c t  o f  a  γ - a m i n o b u t y r i c  a c i d - e n r i c h e d  d a i r y  p r o d u c t  
o n  t h e  b l o o d  p r essu r e  o f  sp o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  a nd   
n o r m o t e n s i v e  Wi s t a r – K y o t o  r a t s .  B r i t i sh  J o u r n a l  o f  N u t r i t i o n  
2 0 0 4 ;  9 2： 4 1 1 - 4 1 7 .  
H e b e r t ,  E M . ,  R a y a ,  R R . ,  D e  G i o r i ,  G S .  N u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  a n d  
n i t r o g e n - d e p e nd e n t  r e g u l a t i o n  o f  p r o t e i n a se  a c t i v i t y  o f  
La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  C R L 1 0 6 2 .  A p p l .  E n v i r o n .  Mi c r o b i o l .  2 0 0 0 ;  
6 6 :  5 3 1 6 - 5 3 2 1 .  
H o l c k ,  A . ,  N a e s ,  H .  C l o n i n g ,  s e q u e n c i n g  a n d  e x p r e ss i o n  o f  t h e  g e n e  
e n c o d i n g  t h e  c e l l - e nv e l o p e - a sso c i a t e d  p r o t e i n a se  f r o m  La c t o b a c i l l u s  
p a r a c a se i  su b sp .  p a r a c a se i  N C D O  1 5 1 .  J .  G e n .  Mi c r o b i o l .  1 9 9 2 ;  1 3 8 :  
1 3 5 3 - 1 3 6 4 .  
K a r a k i ,  H . ,  D o i ,  K . ,  S u g a n o ,  S . ,  U c h i w a ,  H . ,  S u g a i ,  R . ,  Mu r a k a m i ,  U . ,  
Ta k e m o t o ,  S .  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  t r y p t i c  h y d r o l y sa t e  o f   
m i l k  c a se i n  i n  sp o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  C o m p .  B i o c h e m .  
Ph y s i o l .  1 9 9 0 ;  9 6 :  3 6 7 - 3 7 1 .  
K o k ,  J . ,  Le e n h o u t s ,  K J . ,  H a a n d r i k m a n ,  A J . ,  Le d e b o e r ,  A M . ,  V e n e m a ,  G .  
N u c l e o t i d e  se q u e n c e  o f  t h e  c e l l  w a l l  p r o t e i n a se  g e n e  o f  
S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  Wg 2 .  A p p l .  E n v i r o n .  Mi c r o b i o l .  1 9 8 8 ;  5 4 :  
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2 3 1 - 2 3 8 .  
L i ,  G H . ,  Q u ,  M R . ,  W a n ,  J Z . ,  Yo u ,  J M.  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  r i c e  
p r o t e i n  h y d r o l y sa t e  w i t h  i n  v i t r o  a n g i o t e n s i n  I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  i n  sp o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  A s i a  Pa c .  J .  
C l i n .  N u t r .  2 0 0 7 ; 1 6  S u p p l  1 :  2 7 5 - 8 0 .  
Lo u k a s ,  S . ,  V a r o u c h a ,  D . ,  Z i o u d r o u ,  C . ,  S t r e a t y ,  R A . ,  K l e e ,  WA .  O p i o i d  
a c t i v i t i e s  a n d  s t r u c t u r e s  o f  a - c a se i n - d e r i v e d  e x o r p h i n s .  
B i o c h e m i s t r y .  1 9 8 3 ;  2 2 :  4 5 6 7 – 4 5 7 3 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  Mi t a c h i ,  H . ,  A w a y a ,  J . ,  S u z u k i ,  H .  A n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z ym e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e  C - t e r m i n a l  
h e x a p e p t i d e  o f  α s1 - c a se i n .  A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 7 a ;  5 1 :  2 5 5 7 - 2 5 6 1 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  M i y o sh i ,  S . ,  K a n e k o ,  T . ,  T a n a k a ,  H .  A n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z y me  i n h i b i t o r y  a c t i v i t i e s  o f  sy n t h e t i c  p e p t i d e s  
r e l a t e d  t o  t h e  t a n d e m  r e p e a t e d  se q u e n c e  o f  a  m a i z e  e n d o sp e r m 
p r o t e i n .  A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 9 ;  5 3 :  1 0 7 7 - 1 0 8 1 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  Mi t a c h i ,  H . ,  Ta n a k a ,  H . ,  To m i z u k a ,  N . ,  S u z u k i ,  H .  
S t u d i e s  o n  t h e  a c t i v e  s i t e  a n d  a n t i h y p e r t e n s i v e  a c t i v i t y  o f  
a n g i o t e n s i n  I - c o n v er t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r s  d e r i v e d  f r o m c a se i n .  
A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 7 b ;  5 1 :  1 5 8 1 - 1 5 8 6 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  N a k a g o m e ,  K . ,  To m i z u k a ,  N . ,  S u z u k i ,  H .  A n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z ym e  i n h i b i t o r  d e r i v e d  f r o m  a n  e n z y m a t i c  
h y d r o l y sa t e  o f  c a se i n .  1 1 .  I s o l a t i o n  a n d  b r a d y k i n i n - p o t e n t i a t i n g  
a c t i v i t y  o n  t h e  u t e r u s  a n d  t h e  i l e u m  o f  r a t s .  A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 5 ;  
4 9 :  1 4 0 5 - 1 4 0 9 .  
Ma r c z a k ,  E D . ,  U su i ,  H . ,  Fu j i t a ,  H . ,  Ya n g ,  Y . ,  Yo k o o ,  M . ,  L i p k o w sk i ,  A W. ,  
Yo sh i k a w a ,  M.  N e w  a n t i h y p e r t e n s i v e  p e p t i d e s  i s o l a t e d  f r o m  
r a p e se e d .  Pe p t i d e s  2 0 0 3 ;  2 4 :  7 9 1 - 7 9 8 .  
Ma su d a  O ,  N a k a m u r a  Y ,  T a k a n o  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  p e p t i d e s  a r e  
p r e se n t  i n  a o r t a  a f t e r  o r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  s o u r  m i l k  c o n t a i n i n g  
t h e se  p e p t i d e s  t o  sp o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  J .  N u t r .  1 9 9 6 ;  
1 2 6 :  3 0 6 3 – 3 0 6 8 .  
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Ma t su i ,  T .  K a w a sa k i ,  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  E f f e c t  o f  b i o a c t i v e  p e p t i d e s  
d e r i v e d  f r o m  f o o d  pr o t e i n s  - D e v e l o p m en t  o f  a n t i h y p e r t e n s i v e  f o od  
w i t h  b i o a c t i v e  sa r d i n e  m u sc l e  p e p t i d e  ( V a l - Ty r ) -  [ I n  J a p a n e se ]  .  J .  
J p n .  S o c .  N u t r .  Fo o d  S c i .  2 0 0 0 ;  5 3 :  7 7 - 8 5 .  
Ma t su m u r a ,  N . ,  F u j i i ,  M . ,  Ta k e d a ,  Y . ,  S u g i t a ,  K . ,  S h i m i z u .  T .  
A n g i o t e n s i n  I - c o n v er t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r y  p e p t i d e  d e r i ve d  f r o m 
b o n i t o  b o w e l s  a u t o l y sa t e .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  1 9 9 3 ;  5 7 :  
6 9 5 - 6 9 7 .  
Me t c h n i k o f f ,  E .  Th e  p r o l o n g a t i o n  o f  l i f e :  O p t i m i s t i c  S t u d i e s .  C P  
Pu t a n m ’ s  S o n s .  N e w  Yo r k .  1 9 0 8  (メ チ ニ コ フ  E .  平 野 威 馬 雄  訳  長
寿 の 研 究 -楽 観 論 者 の エ ッ セ イ .  幸 書 房 2 0 0 6 . ) .    
Mi n k i e w i c z ,  P . ,  S l a n g e n ,  C J . ,  D z i u b a ,  J . ,  V i s se r ,  S . ,  Mi o d u sz e w sk a ,  H .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  p e p t i d e s  o b t a i n e d  v i a  h y d r o l y s i s  o f  b o v i n e  c a se i n  
b y  c h y m o s i n  u s i n g  H P LC  a n d  m a ss  sp e c t r o m e t e r .  
Mi l c h w i sse n sc h a f t .  2 0 0 0 ;  5 5 :  1 4 – 1 7 .   
Mo n n e t ,  V . ,  B a r s ,  D l e . ,  G r i p o n ,  C .  S p e c i f i c i t y  o f  a  c e l l  w a l l  p r o e i n a se  
f r o m  S t r e p t o c o c c u s  l a c t i s  N C D O 7 6 3  t o w a r d s  b o v i n e  β - c a se i n .  
FE M S  Mi c r o b i o l .  Le t t  1 9 8 6 ;  3 6 :  1 2 7 – 1 3 1 .  
N a k a m u r a  Y ,  M a su d a  O ,  Ta k a n o  T .  D e c r e a se  o f  t i s su e  a n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z ym e  a c t i v i t y  u p o n  f e e d i n g  so u r  m i l k  i n  
sp o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  B i o s c i .  B i o t e c h .  B i o c h e m .  1 9 9 6 ;  
6 0 :  4 8 8 – 4 8 9 .  
N a k a m u r a ,  Y . ,  Ya m a m o t o .  N . ,  S a k a i ,  K . ,  O k u b o ,  A . ,  Y a m a z a k i ,  S . ,  
Ta k a n o  T .  Pu r i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r s  f r o m  so u r  m i l k .  J .  D a i r y  S c i .  1 9 9 5 a ;   
7 8 :  7 7 7 – 7 8 3 .  
N a k a m u r a  Y ,  Ya m a m o t o  N ,  S a k a i  K ,  Ta k a n o  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  
e f f e c t  o f  s o u r  m i l k  a n d  p e p t i d e s  i s o l a t e d  f r o m  i t  t h a t  a r e  i n h i b i t o r s  
t o  a n g i o t e n s i n  I - c o n v e r t i n g  e n z y m e .  J .  D a i r y .  S c i .  1 9 9 5 b ;  7 8 :  
1 2 5 3 – 1 2 5 7 .  
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O n d e t t i ,  MA . ,  R u b i n ,  B . ,  C u sh m a n ,  D W .  D e s i g n  o f  sp e c i f i c  i n h i b i t o r s  
o f  a n g i o t e n s i n - c o n v e r t i n g  e n z y m e :  n ew  c l a s s  o f  o r a l l y  a c t i v e  
a n t i h y p e r t e n s i v e  a g e n t s .  S c i e n c e  1 9 7 7 ;  1 9 6 :  4 4 1 - 4 4 4 .  
Pa s t a r ,  I . ,  To n i c ,  I . ,  G o l i c ,  N . ,  K o j i c ,  M . ,  v a n  K r a n e n b u r g ,  R . ,  
K l e e r e b e z e m ,  M . ,  To p i s i r o v i c ,  L . ,  J o v a n o v i c ,  G .  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  
g e n e t i c  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  p r o t e i n a se ,  Pr t R ,  f r o m  t h e  
h u m a n  i so l a t e  La c t o b a c i l l u s  r h a m n o su s  B G T1 0 .  A p p l .  E n v i r o n .  
Mi c r o b i o l .  2 0 0 3 ;  6 9 :  5 8 0 2 - 5 8 1 1 .  
P e a c h  M.  R e n i n - a n g i o t e n s i n  sy s t e m :  b i o c h e m i s t r y  a n d  m e c h a n i sm s  o f  
a c t i o n  Ph y s i o l .  R e v .  1 9 7 7 ;  5 7 :  3 1 3 - 3 7 0 .  
Pe d e r so n ,  J A . ,  Mi l e sk i ,  G J . ,  We i m e r ,  B C . ,  S t e e l e ,  J L .  G e n e t i c  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  c e l l  e n v e l o p e - a sso c i a t e d  p r o t e i n a se  f r o m  
La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  C N R Z 3 2 .  J .  B a c t e r i o l .  1 9 9 9 ;  1 8 1 :  
4 5 9 2 - 4 5 9 7 .  
Pe t r a n o v i c ,  D . ,  G u e d o n ,  E . ,  S p e r a n d i o ,  B . ,  D e l o r m e ,  C . ,  E h r l i c h ,  D . ,  
R e n a u l t ,  P .  I n t r a c e l l u l a r  e f f e c t o r s  r e g u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  
La c t o c o c c u s  l a c t i s  C o d Y  p l e i o t r o p i c  t r a n sc r i p t i o n  r e g u l a t o r .  Mo l .  
Mi c r o b i o l .  2 0 0 4 ;  5 3 :  6 1 3 - 6 2 .  
S a t a k e ,  M . ,  E n j o h ,  M . ,  N a k a m u r a ,  Y . ,  T a k a n o ,  T . ,  K a w a m u r a ,  Y . ,  A r a i ,  
S . ,  S h i m i z u ,  M .  Tr a n se p i t h e l i a l  t r a n sp o r t  o f  t h e  b i o a c t i v e  
t r i p e p t i d e ,  V a l - Pr o - Pr o ,  i n  h u m a n  i n t e s t i n a l  C a c o - 2  c e l l  
m o n o l a y e r s .  B i o s c i .  B i o t e c h .  B i o c h e m .  2 0 0 2 ;  6 6 :  3 7 8 – 3 8 4 .  
S e p p o ,  L . ,  J a u h i a i n e n ,  T . ,  Po u ss a ,  T . ,  K o r p e l a  R .  A  f e r m e n t e d  m i l k  
h i g h  i n  b i o a c t i v e  p e p t i d e s  h a s  a  b l o o d  p r e ssu r e – l o w e r i n g  e f f e c t  i n  
h y p e r t e n s i v e  su b j e c t s .  A m .  J .  C l i n .  N u t r .  2 0 0 3 ;  7 7 :  3 2 6 - 3 3 0 .  
S k a g g s ,  L T . ,  K a h n  J E . ,  S h u m  w a y ,  N P .  Th e  p r e p a r a t i o n  a n d  f u n c t i o n  
o f  t h e  a n g i o g e n e s i s - c o n v e r t i n g  e n z y m e .  J .  E x p .  Me d .  1 9 5 6 ;  1 0 3 :  
2 9 5 – 2 9 9 .  
S m a c h e ,  E . ,  G o b b e t s ,  M .  B i o a c t i v e  p e p t i d e s  i n  d a i r y  p r o d u c t s :  
S y n t h e s i s  a n d  i n t e r a c t i o n  w i t h  p r o t e o l y s i s  e n z y m e s .  Fo o d  
Mi c r o b i o l o g y  2 0 0 0 ;  1 7 :  1 2 9 – 1 4 1 .  
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S m i d ,  E J . ,  Po o l m a n ,  B . ,  K o n i n g s ,  WN .  C a se i n  u t i l i z a t i o n  b y  l a c t o c o c c i .  
A p l l i .  E n v i r o n .  Mi c r o b i o l .  1 9 9 1 ;  5 7 :  2 4 4 7 - 2 4 5 2 .  
Th o m a s ,  TD . ,  Mi l l s  O E .  Pr o t e o l y t i c  e n z y m e s  o f  s t a r t e r  b a c t e r i a  N e t h .  
Mi l k  D a i r y  J .  1 9 8 1 ;  3 5 :  2 5 5 - 2 7 3 .  
U e h a r a , Y .  E x p e r i m e n t a t  Mo d e l  f o r  S p on t a n e o u s l y  H y p e r t e n s i o n  R a t  
( S H R )  [ I n  J a p a n e se ]  .  N e p h r o l o g y  Fr o n t i e r  2 0 0 9 ;  8 :  6 9 - 7 1 .  
U e n o ,  K . ,  Mi z u n o ,  S . ,  Y a m a m o t o ,  N .  Pu r i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  
o f  a n  e n d o p e p t i d a se  t h a t  h a s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  c a r b o x y l   
t e r m i n a l  p r o c e s s i n g  o f  a n t i h y p e r t e n s i v e  p e p t i d e s  i n  La c t o b a c i l l u s  
h e l v e t i c u s  C M4 .  Le t t  A p p l  Mi c r o b i o l .  2 0 0 4 ;  3 9 :  3 1 3 - 3 1 8 .  
WH O  N e w s  r e l e a se ,  Wo r l d  H e a l t h  D a y  2 0 1 3 :  m e a su r e  y o u r  b l o o d  
p r e ssu r e ,  r e d u c e  y o u r  r i sk  
h t t p : / / w w w . w h o . i n t / m e d i a c e n t r e / n e w s / r e l e a se s / 2 0 1 3 / w o r l d _ h e a l t h _ d a
y _ 2 0 1 3 0 4 0 3 / e n /  ( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
X u ,  R J .  B i o a c t i v e  p e p t i d e s  i n  m i l k  a n d  t h e i r  b i o l o g i c a l  a n d  h e a l t h  
i m p l i c a t i o n s .  Fo o d  R e v i e w s  I n t e r n a t i o n a l  1 9 9 8 ;  1 4 :  1 – 1 7 .   
Yo k o y a m a ,  K . ,  C h i b a ,  H . ,  Yo sh i k a w a ,  M.  Pe p t i d e  i n h i b i t o r s  f o r  
a n g i o g e n e s i s  I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  f r o m  t h e r m o l y s i n  d i g e s t  o f  d r i e d  
b o n i t o .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  1 9 9 2 ;  5 6 :  1 5 4 1 - 1 5 4 5 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  A k i n o ,  A . ,  T a k a n o ,  T .  Pu r i f i c a t i o n  a n d  sp e c i f i c i t y  o f  a  
c e l l - w a l l - a sso c i a t e d  p r o t e i n a se  f r o m  La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  
C P7 9 0 .  J .  B i o c h e m .  1 9 9 3 ;  1 1 4 :  7 4 0 - 7 4 5 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  A k i n o ,  A . ,  Ta k a n o  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  
d i f f e r e n t  k i n d s  o f  f e r m e n t e d  m i l k  i n  s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  
r a t s .  B i o s c i .  B i o t e c h .  B i o c h e m .  1 9 9 4 a ;  5 8 :  7 7 6 - 7 7 8 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  A k i n o ,  A . ,  Ta k a n o ,  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  t h e  
p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  c a se i n  b y  a n  e x t r a c e l l u l a r  p r o t e i n a se  f r o m  
La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 .  J .  D a i r y  S c i .  1 9 9 4 b ;  7 7 : 9 1 7 - 9 2 2 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  S h i n o d a ,  T . ,  Ta k a n o , T .  M o l e c u l a r  c l o n i n g  a n d  se q u e n c e  
a n a l y s i s  o f  a  g e n e  e n c o d e i n g  a n  e x t r a c e l l u l a r  p r o t e i n a se  f r o m  
La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  2 0 0 0 ;  
6 4 :  1 2 1 7 - 1 2 2 2 .   
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Z e v a c o ,  C . ,  G r i p o n ,  G C .  Pr o p e r t i e s  a n d  sp e c i f i c i t y  o f  a  c e l l  w a l l  
p r o t e i n a se  f r o m  L a c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s .  La i t  1 9 8 8 ;  6 8 :  3 9 3 - 4 0 8 .  
荒 井 幸 一 郎 ,  室 田 一 也 ,  早 川 邦 彦 ,  片 岡 元 行 ,  光 岡 知 足  殺 菌 発 酵 乳 投 与
マ ウ ス の 寿 命 ,  腸 内 菌 叢 に お よ ぼ す 影 響 に つ い て .  栄 養 と 食 糧 1 9 8 0 ;  
3 3 :  2 1 9 – 2 2 3 .  
板 倉 弘 重 ,  池 本 真 二 ,  寺 田 幸 代 ,  近 藤 和 雄  酸 乳 の 高 血 圧 者 お よ び 正 常 高
血 圧 者 に 対 す る 影 響 .  日 本 臨 床 栄 養 学 会 雑 誌  2 0 0 1 ;  2 3 :  2 6 - 3 1 .  
上 野 義 栄 ,  平 賀 和 三 ,  森 義 治 ,  小 田 耕 平  漬 物 か ら γ -ア ミ ノ 酪 酸 ( G A B A )
高 生 産 性 乳 酸 菌 の 分 離 と そ の 応 用 .  生 物 工 学 会 誌  2 0 0 7 ;  8 5 :  1 0 9 – 1 1 4． 
勝 谷 友 宏 ,  日 垣 實 男 ,  荻 原 俊 夫  高 血 圧 の モ デ ル 動 物  分 子 心 血 管 病 .  
2 0 0 0 ;  1 :  8 9 - 9 4 .  
久 住 朝 子 ,  前 野 正 文  乳 酸 菌 と 酵 母 の 共 生・共 存 に よ っ て 生 み 出 さ れ る お い
し さ  日 本 乳 酸 菌 学 会 誌  2 0 1 3 ;  2 4 :  1 0 1 .  
厚 生 労 働 省  平 成 2 3 年 患 者 調 査 .  2 0 1 2 a .   
h t t p : / / w w w . m h l w . g o . j p / t o u k e i / s a i k i n / h w / k a n j a / 1 1 /   
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
厚 生 労 働 省  平 成 2 2 年 度  国 民 医 療 費 の 概 況 .  2 0 1 2 b .   
h t t p : / / w w w . m h l w . g o . j p / t o u k e i / s a i k i n / h w / k - i r y o h i / 1 0 /   
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
厚 生 労 働 省  平 成 1 8 年  国 民 健 康 ・ 栄 養 調 査 報 告 .  2 0 0 9 .  
h t t p : / / w w w . m h l w . g o . j p / b u n y a / k e n k o u / e i y o u 0 8 / 0 1 . h t m l   
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
健 康 日 本 2 1 企 画 検 討 会  健 康 日 本 2 1 計 画 策 定 検 討 会  2 1 世 紀 に お け る 国
民 健 康 づ く り 運 動 (健 康 日 本 2 1 )に つ い て  報 告 書 .  2 0 0 0 .  
h t t p : / / w w w 1 . m h l w . g o . j p / t o p i c s / k e n k o 2 1 _ 1 1 / p d f / a l l . p d f   
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
高 野 俊 明 ,  中 村 康 則 ,  横 倉 輝 男  阿 部 文 明  乳 酸 菌 の 科 学 と 技 術  乳 酸 菌 研
究 集 談 会 編  1 9 9 6 ;  3 1 1 – 3 4 1 .   
寺 島 晃 也 ,  多 田 耕 太 郎 ,  加 藤 一 郎 ,  中 川 義 久 ,  平 野 寛 ,  鈴 木 敏 郎  富 山 県
地 域 資 源 か ら の γ -ア ミ ノ 酪 酸 ( G A B A )生 産 乳 酸 菌 の 分 離 .   M i c r o b i o l .  
C u l t .  C o l l ,  2 0 1 2 ;  2 8 :  1 1 - 1 8 .  
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内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 H P  特 定 保 健 用 食 品 の 安 全 性 評 価 に 関 す る 基
本 的 考 え 方  2 0 0 4 .  
h t t p : / / w w w . f s c . g o . j p / s e n m o n / s i n k a i h a t u / i n d e x . h t m l   
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 H P  特 定 保 健 用 食 品 個 別 製 品 ご と の 安 全 性 評
価 等 の 考 え 方 に つ い て 2 0 0 7 .  
h t t p : / / w w w . f s c . g o . j p / s e n m o n / s i n k a i h a t u / i n d e x . h t m l  
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
中 島 久 実 子 ,  中 村 康 則 ,  高 野 俊 明 ,  秦 葭  哉   酸 乳 経 口 摂 取 と 消 化 器 症 状
に つ い て -  消 化 管 に 対 す る 最 大 無 作 用 量 と 5 0 ％ 効 果 量 の 検 討 - .  
P r o g r e ss  i n  Me d i c i n e  1 9 9 6 ;  1 6 :  9 1 7 - 9 2 1 .  
中 村 康 則 ,  梶 本 修 身 ,  金 子 京 子 ,  相 原 浩 太 郎 ,  水 谷 潤 ,  池 田 な ぎ さ ,  西 村
明 ,  梶 本 佳 孝  「 ラ ク ト ト リ ペ プ チ ド ( V PP , I PP )」を 含 有 す る 液 状 ヨ ー
グ ル ト の 長 期 摂 取 が 正 常 高 値 血 圧 に 及 ぼ す 影 響 .  健 康・栄 養 食 品 研 究  
2 0 0 4 ;  7 :  1 2 3 - 1 3 7 .   
日 本 高 血 圧 学 会  高 血 圧 治 療 ガ イ ド ラ イ ン 作 成 委 員 会  高 血 圧 治 療 ガ イ ド
ラ イ ン 2 0 0 9 .  
森 敦  発 酵 乳 (ヨ ー グ ル ト )な ど に 用 い ら れ る 乳 酸 菌 の 機 能  乳 酸 菌 の 保
健 機 能 と 応 用  上 野 川 修 一 監 修 .  シ ー エ ム シ ー 出 版 2 0 0 7 ;  1 4 7 - 1 5 6 .  
森 久 子 ,  渡 部 恭 子  磯 野 義 員 茶 抽 出 物 中 で γ -ア ミ ノ 酪 酸 を 生 成 す る 乳 酸 菌  
La c t o b a c i l l u s  b r e v i s  m h 4 2 1 9 の 分 離 と そ れ を 用 い た 発 酵 茶 飲 料 の ス
ト レ ス 軽 減 効 果 .  生 物 工 学 会 誌  2 0 0 7；  8 5 :  5 2 1 – 5 2 6 .  
吉 川 正 明  食 品 の 生 体 調 節 機 能 と i n  v i t r o バ イ オ ア ッ セ イ .  化 学 と 生 物  
1 9 9 3 ;  3 1 :  3 4 2 - 3 4 6 .   
和 田 光 一 ,  荒 井 幸 一 郎 ,  高 野 俊 明 ,  室 田 一 也 ,  早 川 邦 彦 ,  水 谷 武 夫 ,  光 岡
知 足  腸 内 フ ロ ー ラ と 成 人 病  光 岡 知 足 編 .  1 9 8 5 ;  1 7 5 – 1 9 6 .  
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第 2章  カ ゼ イ ン 分 解 物 か ら の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 単 離 同 定  
 
 
2 - 1 .  緒 言  
 
血 圧 調 節 メ カ ニ ズ ム の ひ と つ に レ ニ ン － ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 が あ り 、
血 圧 上 昇 に は 、ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ( A C E )と 呼 ば れ る ペ プ チ ダ ー ゼ
が 関 与 し て い る 。1 9 7 0 年 代 初 頭 、蛇 毒 由 来 の ペ プ チ ド が 、A CE の 酵 素 活
性 を 阻 害 し 、 生 体 内 で も 阻 害 作 用 を 発 揮 し て 血 圧 低 下 を 生 じ る こ と が 判
っ た [O n d e t t i ,  1 9 7 7 ]。 こ の 蛇 毒 由 来 の ペ プ チ ド は 、 C 末 端 に Pr o 残 基 を
持 ち 、そ れ が A C E 阻 害 活 性 に 寄 与 し て い た こ と か ら 、医 薬 品 開 発 へ の 応
用 は も ち ろ ん 、 様 々 な 食 品 素 材 か ら 、 A CE 活 性 を 阻 害 す る ペ プ チ ド の 探
索 が 活 発 化 し た 。  
A C E 阻 害 活 性 を も つ ペ プ チ ド は 、 乳 タ ン パ ク 質 [ K a r a k i ,  1 9 9 0 ；  
Ma r u y a m a ,  1 9 8 5 ,  1 9 8 7 a ,  1 9 8 7 b ]、 ト ウ モ ロ コ シ [ Ma r u y a m a ,  1 9 8 9 ]、 鰹
節 [ Ma t su m u r a ,  1 9 9 3 ;  Yo k o y a m a ,  1 9 9 2 ]な ど 様 々 な 食 品 タ ン パ ク 質 か ら
見 出 さ れ て い る 。特 に 、乳 由 来 の A C E 阻 害 ペ プ チ ド が 数 多 く 見 出 さ れ て
い る こ と か ら 、 乳 タ ン パ ク 質 は 、 A C E 阻 害 機 能 性 ペ プ チ ド の 配 列 を 内 在
す る 可 能 性 が 高 い 素 材 と 言 え る 。 し か し 、 A C E 阻 害 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド
の な か に は 、i n   v i t r o 試 験 で 見 か け 上 は A C E 阻 害 活 性 を 示 す が 、i n  v i vo
で は 血 圧 降 下 作 用 を 示 さ な い も の が 報 告 さ れ て い る  [ Fu j i t a ,  1 9 9 9 ]。 そ
の 理 由 は 、消 化 酵 素 の 分 解 に よ る A C E 阻 害 活 性 の 消 失 や 、腸 管 か ら の 吸
収 性 が 低 い こ と な ど が 考 え ら れ て い る 。 従 っ て 、 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す
る A C E 阻 害 ペ プ チ ド を 見 出 す た め に は 、 i n  v i t r o 試 験 だ け で は な く i n  
v i v o で の 評 価 も 実 施 す る 必 要 が あ る 。  
L .  h e l v e t i c u s は 、 乳 酸 桿 菌 の な か で 、 最 も 高 い プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示
す こ と が 報 告 さ れ て い る [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 a ]。 L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 の
菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ は 単 離 精 製 さ れ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 や 遺 伝 子 配 列 が 決 定
さ れ る と と も に 、 そ の 性 質 や 、 カ ゼ イ ン タ ン パ ク 質 に 対 す る 主 な 切 断 部
位 が 調 べ ら れ た  [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ]。 一 方 で 、 L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 か
ら 単 離 し た 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て カ ゼ イ ン を 分 解 す る と 、 様 々 な
ペ プ チ ド が 遊 離 し た ペ プ チ ド 混 合 物 が 得 ら れ る 。 こ の ペ プ チ ド 混 合 物 を
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高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S H R へ 経 口 投 与 す る と 、顕 著 な 血 圧 降 下 作 用
が あ る こ と が 示 さ れ た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 b］ 。 し か し 、 こ れ ま で に 報 告 さ
れ て き た V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を 含 ま な い こ と が 判 っ た 。 そ こ で 、
本 ペ プ チ ド 混 合 物 を 分 析 し て 、比 較 的 A CE 阻 害 活 性 が 高 か っ た ペ プ チ ド
を 選 定 し て 、化 学 合 成 後 に S H R に 経 口 投 与 さ れ た が 、血 圧 降 下 作 用 は 確
認 で き て い な い [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 b］。従 っ て 、L .  h e l v e t i c u s C P7 9 0 株 は 、
既 知 の V a l - Pr o - Pr o、 I l e - Pr o - Pr o 以 外 に も 、 血 圧 降 下 ペ プ チ ド を 生 成 し
て い る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ 、 そ の ペ プ チ ド は 、 A C E 阻 害 活 性 に 依 存 し
な い 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
そ こ で 、本 研 究 で は 、乳 酸 菌 L.  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 か ら 単 離 精 製 し た
菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 乳 カ ゼ イ ン 分 解 物 か ら 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 有
効 成 分 の 同 定 を 行 っ た 。そ の 結 果 、 A C E 阻 害 活 性 は 弱 い が 、 S H R へ の 経
口 投 与 に よ り 血 圧 降 下 作 用 を 示 す ペ プ チ ド で あ る
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n を 単 離 す る こ と が で き た 。  
 
 36 
2 - 2 .  材 料 と 実 験 方 法  
 
 
2 - 2 - 1 .  試 薬  
 
 H i p p u r y l - L - h i s t i d y l - L - l e u c i n e ( H i p - H i s - Le u )、 A C E は シ グ マ 社 よ り 、
カ ゼ イ ン は 和 光 純 薬 よ り 購 入 し た 。 脱 脂 粉 乳 は 、 四 つ 葉 乳 業 製 を 使 用 し
た 。 ペ プ チ ド 合 成 用 試 薬 は 島 津 製 作 所 よ り 購 入 し た 。 そ の 他 の 試 薬 は 、
特 級 以 上 の も の を 用 い た 。  
 
2 - 2 - 2 .  菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 調 製  
 
 L.  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 か ら 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ を 精 製 す る た め に 、以
下 の 操 作 を 行 っ た 。最 初 に 、 C P7 9 0 株 を 保 存 プ レ ー ト か ら 、 10  m l の 9 %  
( w t  /  v o l )脱 脂 粉 乳 ( 11 0℃ で 5 分 間 滅 菌 )に 接 種 し た 。そ し て 、37℃ で 一 晩
培 養 し て カ ー ド 形 成 を 確 認 後 、 全 量 を 上 記 の 9 %脱 脂 粉 乳 2 0 0  m l に 接 種
し て 一 晩 3 7℃ で 培 養 し た 。 次 に 、 4  L の 9%脱 脂 粉 乳 ( 9 0℃ 達 温 殺 菌 )に 全
量 添 加 し て 、 発 酵 中 の p H が 6 . 5 付 近 を 保 つ よ う に 、 5  規 定 の N a O H を
添 加 し な が ら 3 7℃ で 培 養 し た 。そ し て 、対 数 増 殖 期 の 中 期 ( O D  5 9 0 が 1 . 0
に な っ た 時 点 ) に 菌 体 を 集 菌 し 、 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ を 前 述 の 方 法
[ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ]に 従 っ て 精 製 し た 。  
す な わ ち 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 、 全 発 酵 液 に 1  重 量 %と な る よ う に
添 加 し て 乳 蛋 白 質 を 可 溶 化 し 、 続 い て 5 0 0 0 回 転 、 2 0 分 間 の 遠 心 分 離 を
行 い 集 菌 し た 。得 ら れ た 菌 体 を 2 0  m M  塩 化 カ ル シ ウ ム 、 5 0  m M  β－ グ リ
セ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ( p H  8 . 0 )で 洗 浄 し た 後 、 5 0  m M ト リ ス － 塩
酸 緩 衝 液 ( p H  8 . 0 )を 5 0  m l 加 え て 、3 7℃ で 30  分 間 保 持 し た 。次 い で 1 0 0 0 0
回 転 で 1 0 分 間 の 遠 心 分 離 を 行 っ た 後 に 上 清 液 を 採 取 し 、粗 抽 出 液 と し た 。
こ の 粗 抽 出 液 を 予 め 5  m M  エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 ( E D TA ) － 2 0  
m M  ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 ( p H  7 . 8、  T E 緩 衝 液 )で 平 衡 に し た D E A E－ セ
フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ( 5  m l )に 通 し た 。 カ ラ ム を 0 . 3  M の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を
含 む T E 緩 衝 液 3 0  m l で 洗 浄 後 、1 . 0  M  塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む T E 緩 衝 液
1 5  m l で 溶 出 し 、 精 製 プ ロ テ ア ー ゼ 画 分 を 得 た 。  
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2 - 2 - 3 .  カ ゼ イ ン か ら の ペ プ チ ド 混 合 物 の 調 製  
 
 目 的 の ペ プ チ ド 混 合 物 を 得 る た め に 、1  g の カ ゼ イ ン を 1 0 0  m l の 2 0  m M
リ ン 酸 緩 衝 液 ( p H  6 .7 ) に 溶 解 さ せ た 。 続 い て 、 1 0  μ g の 精 製 し た L.  
h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 由 来 プ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 し て 、 4 2℃ で 1 5  時 間 反 応
さ せ た 。 そ の 後 、 8 0℃ で 5  分 間 熱 処 理 し て 酵 素 を 失 活 さ せ た 。 こ の ペ プ
チ ド を 含 む 溶 液 を 限 外 濾 過 膜 ( O M0 1 0 0 2 5、 富 士 フ ィ ル タ ー )に て 濾 過 し 、
分 子 量 1 0 0 0 0 以 下 の ペ プ チ ド 混 合 物 を 約 7 0 0  m g 得 た 。  
 
 
2 - 2 - 4 .  ラ ッ ト の 血 圧 測 定 方 法  
 
 血 圧 測 定 に は 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S H R の 雄 を 日 本 チ ャ ー ル ズ
リ バ ー 社 よ り 購 入 し て 用 い た 。 実 験 動 物 用 飼 料 は 、 日 本 ク レ ア 社 製 の
C E - 2 を 与 え 、飲 用 水 と と も に 自 由 摂 取 と し た 。飼 育 環 境 は 、温 度 2  4  ±  
1℃ 、 湿 度 5 5  ±  5 %で 、 1 2 時 間 の 明 暗 サ イ ク ル （ 明 期 8 : 0 0 - 2 0 : 0 0） と し
た 。血 圧 測 定 に は 、 18～ 2 5 週 齢 、体 重 3 30～ 3 6 0  g の S H R を 1 群 5 匹 で
使 用 し 、飲 用 水 は 自 由 摂 取 の 状 態 で 、試 験 サ ン プ ル の 投 与 1 2  時 間 前 か ら
投 与 後 1 0  時 間 ま で 断 餌 を 行 っ た 。 S H R の 血 圧 測 定 は 、 次 の 方 法 に 従 っ
て 行 っ た 。 す な わ ち 、 ペ プ チ ド 混 合 物 お よ び 、 ペ プ チ ド は 、 胃 ゾ ン デ を
用 い て 強 制 的 に 経 口 投 与 し 、 4 5℃ で 5  分 間 保 温 し た 後 、 非 観 血 式 血 圧 測
定 装 置 (｢P E - 3 0 0｣、 ナ ル コ バ イ オ シ ス テ ム ズ )を 用 い 、 t a i l - c u f f 法 で 収 縮
期 血 圧 値 を 求 め た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 に は 、 0 . 0 1  M リ ン 酸 を 含 む 生 理 食 塩
水 ( PB S ;  p H  7 . 4 )に カ ゼ イ ン を 0 . 0 5 %に な る よ う に 添 加 し た 溶 液 ( PB S -カ
ゼ イ ン 溶 液 )を 、 試 料 群 に は PB S -カ ゼ イ ン 溶 液 に ペ プ チ ド を 溶 解 し た 液
を 投 与 し た 。 PB S に 溶 解 し た 合 成 ペ プ チ ド も 同 様 に 測 定 し た 。 コ ン ト ロ
ー ル 群 と サ ン プ ル 群 の 群 間 比 較 の た め の 統 計 解 析 は 、S t u d e n t ' s  t - t e s t を
用 い た 。本 実 験 は 、「 動 物 の 愛 護 及 び 管 理 に 関 す る 法 律 」 [環 境 省 ,  1 9 7 3 ]
を 遵 守 し て 実 施 し た 。  
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2 - 2 - 5 .  A C E 阻 害 活 性 の 測 定  
 
 A C E 阻 害 活 性 は 、 既 知 の 方 法 [ C u sh m a n ,  1 9 8 0 ]に 従 っ て 行 っ た 。 す な
わ ち 、ペ プ チ ド を 含 む 溶 液 8 0  μ l を H i p -H i s - Le u を 含 む ホ ウ 酸 緩 衝 液 ( 3 . 8  
m M  H i p - H i s - Le u、0 . 1  M  ホ ウ 酸 、0 . 3  M  N a C l ;  p H  8 . 3 ) 2 0 0  μ l に 添 加 し 、
3 7℃ で 5  分 間 保 温 し た 後 に 、2 ミ リ ユ ニ ッ ト の A C E を 添 加 し た 。さ ら に
3 7℃ で 3 0  分 間 保 温 し た 後 に 、 2 5 0  μ l の 1 規 定 H C l を 添 加 し て 酵 素 反 応
を 停 止 し た 。 遊 離 し た ヒ プ リ ル 酸 は 、 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 後 に 1 2 0℃ で 乾
固 し 、 溶 媒 を 除 去 し た 。 溶 媒 除 去 後 、 蒸 留 水 1  m l を 加 え 、 抽 出 さ れ た ヒ
プ リ ル 酸 の 2 2 8  n m に お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 こ れ を A C E 阻 害 活 性 と し
た 。1 ユ ニ ッ ト の A CE は 、3 7℃ 、p H  8 . 3 の 条 件 で 、1 分 間 に H i p - H i s - Le u
か ら 1  M の ヒ プ リ ル 酸 を 遊 離 す る 活 性 で あ る と 定 義 さ れ て い る 。 A C E 阻
害 活 性 は 下 記 式 よ り 算 出 し た 。  
 
A C E 阻 害 率 ＝ ［ ( A - B)  /  ( A - C )］ × 1 0 0 ( % )  
A： 試 料 を 含 ま な い 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
B： 試 料 を 添 加 し た 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
C： 酵 素 及 び 試 料 を 添 加 し な い 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
A C E の 酵 素 活 性 を 50％ 阻 害 す る た め に 必 要 な 試 料 の 濃 度 ( μM )を I C 5 0
と し た 。  
 
 
2 - 2 - 6 .  逆 相 H PLC を 使 用 し た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 精 製  
 
 L.  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 由 来 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を 分 解 し
て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 は 、 逆 相 カ ラ ム を 使 用 し た 高 速 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ( H PLC )に よ り 分 画 し た 。H PLC は 、日 立 製 作 所 製 の モ デ ル L4 0 0 0、
L6 0 0 0 そ し て L6 2 0 0 を 用 い 、 分 析 カ ラ ム は 日 本 ミ リ ポ ア 社 製 の
μ - B o n d a sp h a r e  C - 1 8 カ ラ ム ( φ  3 . 9  ×  1 5 0  m m )を 使 用 し た 。 溶 出 は 、 流 速
1 . 0  m l  /  m i n に て 、 溶 液 A ( 0 . 1 %ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 - H 2 O )か ら 、 6 0 分 後 に
4 0 %の 溶 液 B ( 0 . 1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 -ア セ ト ニ ト リ ル )に な る 直 線 濃 度 勾
配 に 設 定 し て 行 っ た (溶 出 条 件 1 )。 ペ プ チ ド の 検 出 は 、 紫 外 光 の 2 1 5  n m
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で 行 っ た 。 さ ら に 、 分 離 し た ピ ー ク に 含 ま れ る ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
分 析 を 行 う た め に 、逆 相 H PLC の 溶 出 条 件 を 、流 速 1 . 0  m l  /  m i n に て 1 0 %
の 溶 液 B か ら 開 始 し て 3 0 分 後 に 3 0 %の 溶 液 B に な る よ う な 緩 や か な 直
線 濃 度 勾 配 に 設 定 し て 溶 出 を 行 っ た (溶 出 条 件 2 )。  
 
 
2 - 2 - 7 .  ペ プ チ ド の 配 列 分 析 及 び 化 学 合 成  
 
 逆 相 H PL C を 用 い て 精 製 し た ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 タ ン パ ク 質
一 次 構 造 分 析 装 置 ( P P S Q - 1 0、 島 津 製 作 所 )を 使 用 し て 分 析 し て 同 定 し た 。
同 定 し た ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 合 成 機 ( PPS M - 8、 島 津 製 作 所 )を 使 用 し て
合 成 し た 。 ペ プ チ ド を 合 成 す る た め に は 、 ア ミ ノ 基 が フ ル オ レ ニ ル メ ト
キ シ カ ル ボ ニ ル 基 ( Fm o c )で 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 結 合 し た 樹 脂 2 0  μ m o l
を 使 用 し た 。 そ し て 、 ア ミ ノ 基 が Fm o c 基 で 保 護 さ れ た Fm oc -ア ミ ノ 酸
を 1 0 0  μ m o l ず つ 、 目 的 ペ プ チ ド の C 末 端 側 か ら N 末 端 方 向 に 順 次 反 応
さ せ て ペ プ チ ド 結 合 樹 脂 を 得 た 。次 に こ の ペ プ チ ド 結 合 樹 脂 を 1  m l の 反
応 液 ( 1 %  エ タ ン ジ チ オ ー ル 、 5％  ア ニ ソ ー ル を 含 む ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 )
に 懸 濁 し 、 室 温 で 2 時 間 反 応 さ せ て ペ プ チ ド を 樹 脂 か ら 切 り 離 し 、 同 時
に 側 鎖 保 護 基 を 外 し た 。 次 に 反 応 混 合 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た
後 、 無 水 エ ー テ ル 1 0  m l を 加 え て 生 成 し た ペ プ チ ド を 沈 澱 さ せ て 、 3 0 0 0
回 転 で 5 分 間 遠 心 し て 分 離 し た 。 そ の 沈 澱 を 無 水 エ ー テ ル で 数 回 洗 浄 し
た 後 に 、 窒 素 ガ ス を 吹 き 付 け て 乾 燥 し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 未 精
製 の 合 成 ペ プ チ ド を 0 . 1  規 定 の H C l 水 溶 液 2  m l に 溶 解 し た 後 に 全 量 を
C 1 8 の 逆 相 カ ラ ム を 用 い た H PLC で 、 前 節 2 - 2 - 6 .の 溶 出 条 件 1 の 方 法 に
準 じ て 精 製 し た 。  
合 成 し た ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 一 次 構 造 分 析 装 置 ( P P S Q - 1 0、 島 津 製
作 所 )に て 分 析 し て 、 設 計 通 り の 配 列 で あ る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に 、 合
成 し た ペ プ チ ド は 、6 規 定 の H C l で 2 0 時 間 加 水 分 解 し た 後 に ア ミ ノ 酸 組
成 分 析 装 置 ( 8 0 0 シ リ ー ズ 、日 本 分 光 )で 分 析 し て 、設 計 通 り の ア ミ ノ 酸 組
成 で あ る こ と を 確 認 し た 。  
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2 - 3 .  結 果  
 
 
2 - 3 - 1 .  血 圧 降 下 フ ラ ク シ ョ ン か ら の ペ プ チ ド の 単 離 精 製  
 
L .  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 由 来 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て カ ゼ イ ン を
分 解 し て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 か ら 、 血 圧 降 下 ペ プ チ ド 作 用 を 持 つ ペ
プ チ ド を 単 離 精 製 し た 。 本 ペ プ チ ド 混 合 物 は 、 1 0  m g ず つ 逆 相 H PLC を
用 い て 、 6 つ の フ ラ ク シ ョ ン に 分 取 し た (図 2 - 1 - A )。 こ の 操 作 は 1 0 回 繰
り 返 し て 実 施 し 、 計 1 0 0  m g の ペ プ チ ド 混 合 物 を 分 画 し た 。 得 ら れ た 6
つ の フ ラ ク シ ョ ン を 凍 結 乾 燥 後 に PB S に 溶 解 し て 、S H R に 経 口 投 与 し た 。
6 時 間 後 の 収 縮 期 血 圧 値 を 測 定 し て 、 投 与 前 ( 0 時 間 時 )の 収 縮 期 血 圧 値 か
ら の 差 を 求 め た と こ ろ 、コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、3 番 の フ ラ ク シ ョ ン
の 投 与 群 に 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た (図 2 - 1 - B )。 次 に 、 3 番 の フ ラ
ク シ ョ ン の ペ プ チ ド 約 2 0  m g を 逆 相 H PLC で 再 度 分 画 し て 、 4 つ の フ ラ
ク シ ョ ン に 分 け (図 2 - 2 - A )、 凍 結 乾 燥 後 に PB S に 溶 解 し 、 SH R に 経 口 投
与 す る こ と で 血 圧 降 下 作 用 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較
し て 、 フ ラ ク シ ョ ン 3 - D を 投 与 し た 群 に 有 意 な 血 圧 降 下 活 性 が 得 ら れ た
(図 2 - 2 - B )。そ こ で 、活 性 フ ラ ク シ ョ ン 3 -D に 含 ま れ る 主 要 ペ プ チ ド の 精
製 を 行 っ た 。   
そ の 結 果 、図 2 - A 中 に 矢 印 ( ↓ )で 示 し た 主 要 ピ ー ク か ら 、1 0 種 類 の ペ プ
チ ド を 精 製 す る こ と が で き た 。 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た と こ
ろ 、 1 0 種 類 の う ち 4 種 類 の ペ プ チ ド は β -カ ゼ イ ン 由 来 で あ り 、別 の 4 種
類 は 、 α s 2 -カ ゼ イ ン 、 残 り 2 種 類 は α S 1 -カ ゼ イ ン 由 来 で あ っ た (表 2 - 1 )。  
 
 
2 - 3 - 2 .  主 要 ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 活 性 と 、 A C E 阻 害 活 性  
 
 活 性 フ ラ ク シ ョ ン 3 - D か ら 同 定 し た 1 0 種 類 の ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 活 性
を 測 定 し た 。そ れ ぞ れ の 合 成 ペ プ チ ド を 、S H R の 体 重 1  k g 当 た り 1 . 0  m g
を 経 口 投 与 し て 6  時 間 後 の 収 縮 期 血 圧 値 を 測 定 し 、 投 与 前 ( 0  時 間 時 )の
収 縮 期 血 圧 値 か ら の 差 を 求 め た ( 表 2 - 1 ) 。 そ の 結 果 、
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Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 配 列 を 持 つ ペ プ チ ド に 、コ ン ト ロ ー ル 群
群 と 比 較 し て 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 ( - 2 4 . 1  ±  7 . 8  m m H g、 p  <  0 . 0 5 )が 得 ら れ
た 。 し か し 、 そ の 他 の ペ プ チ ド で は 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 は 確 認 で き な か
っ た 。 従 っ て ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 L.  h e l v e t i c u s  
C P7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る カ ゼ イ ン 分 解 物 中 の 主 要 な 血 圧 降
下 ペ プ チ ド で あ る と 考 え ら れ た 。  
 次 に 、 合 成 し た 1 0  種 類 の ペ プ チ そ れ ぞ れ の A C E 阻 害 活 性 を 評 価 し た
( 表 2 - 1 ) 。 そ の 結 果 、 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た ペ プ チ ド で あ る Ly s - V a l - 
L e u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の A C E 阻 害 活 性 は 、 非 常 に 弱 い こ と が わ か っ た
( I C 5 0  =  1 0 0 0  μ M )。 ま た 、 Ty r - Ly s - V a l - Pr o - G l n - Le u は 、 比 較 的 A C E 阻
害 活 性 が 高 く ( I C 5 0  =  2 0  μ M )、 血 圧 降 下 の 傾 向 も み ら れ た が 、 そ の 血 圧 降
下 値 は 有 意 で は な か っ た 。  
 
 
2 - 3 - 3 .  有 効 ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 作 用 の 経 時 変 化  
 
 S H R の 体 重 1  k g あ た り 、 2 . 0  m g の ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o -  
V a l - Pr o - G l n を 経 口 投 与 し て 、 0、 2、 4、 6、 8、 1 0、 そ し て 2 4 時 間 後 の
収 縮 期 血 圧 値 を 測 定 し て 、投 与 前 ( 0 時 間 時 )の 収 縮 期 血 圧 値 か ら の 差 を 求
め た (図 2 - 3 )。そ の 結 果 、コ ン ト ロ ー ル 群 で は 、2 4 時 間 に わ た り 大 き な 血
圧 値 の 変 化 は み ら れ な か っ た が 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n を S H R
の 体 重 1  k g 当 た り 2  m g 投 与 し た 群 で は 、コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、2、
4、6、8、1 0 時 間 後 に 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た ( - 2 0 . 2  ±  2 . 9、- 2 6 .  3 ±  
1 . 6、 - 3 1 . 5  ±  5 . 6、 - 2 5  ±  8 . 3、 - 2 2 .  7 ±  2 . 8  m m H g )。 そ し て 投 与 2 4 時 間 後
に は 、 変 化 値 は コ ン ト ロ ー ル 群 と 同 じ レ ベ ル に 回 復  ( - 2 . 9  ±  2 . 4  m m H g )
し た 。  
 
 
2 - 3 - 4 .  有 効 ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 作 用 の 用 量 依 存 性  
 
 血 圧 降 下 ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 投 与 量 と 血 圧 降 下
値 の 関 係 を 調 べ た 。 本 ペ プ チ ド を S H R の 体 重 1  k g 当 た り 、 0 . 2～ 2 . 0  m g
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経 口 投 与 し て 6 時 間 後 の 収 縮 期 血 圧 値 の 変 化 を 測 定 し 、投 与 前 ( 0  時 間 時 )
の 収 縮 期 血 圧 値 か ら の 差 を 求 め た (図 2 - 4 )。 そ の 結 果 、 本 ぺ プ チ ド は 、 コ
ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、 S H R の 体 重 1k g あ た り 、 0 . 5～ 2 . 0  m g 投 与 の
範 囲 で 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 認 め ら れ た 。  
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表 2 - 1 活 性 フ ラ ク シ ョ ン よ り 同 定 し た ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 作 用 お よ び
A C E 阻 害 作 用   
IC50
3
(μM）
  1. Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Gln           β : 169-175 -24.1 ± 7.8 ＊ 1000
  2. Leu-Gln-Ser-Trp                       β : 140-143 -1.6 ± 9.6 500
  3. Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu               β   : 1-6 1.3 ± 6.7 >1000
  4. Thr-Lys-Val-Ile-Pro                  αS2 : 198-202 -9.2 ± 6.1 400
  5. Ala-Met-Lys-Pro-Trp                  αS2 : 189-192 -4.6 ± 11.6 580
  6. Tyr-Lys-Val-Pro-Gln-Leu               αS1 : 104-109 -12.5 ± 11.1 22
  7. Met-Lys-Pro-Trp-Ile-Gln-Pro-Lys      αS2 : 190-197 -2.9 ± 5.9 300
  8. Leu-Leu-Tyr-Gln-Gln-Pro-Val           β : 191-197 1.2 ± 9.8 >1000
  9. Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro                   αS1 : 143-147 -4.3 ± 6.6 >1000
10. Ala-Met-Lys-Pro-Trp-Ile-Gln-Pro-Lys   αS2 : 189-197 0.6 ± 9.3 600
1
 Origin and the position in each casein molecule are indicated.
2
 Mean of five determinations.
                                                      
3
The concentration of peptide needs to inhibit 50% of the ACE activity
＊Different from control （ｐ  < 0.05).
Origin1Sequence
(mmHg±SEM)
Systolic blood pressure2
 
(特 許 第 3 7 8 2 8 3 7 号 で 使 用 済 )  
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図 2 - 1 ペ プ チ ド 混 合 物 か ら の 血 圧 降 下 フ ラ ク シ ョ ン の 限 定  
   A )逆 相 H PLC で の 溶 出 パ タ ー ン  
    L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 由 来 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を
分 解 し て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 を 6 つ の フ ラ ク シ ョ ン に 分 け た 。 
   B )各 フ ラ ク シ ョ ン の 血 圧 降 下 作 用  
    各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示 し た 。フ
ラ ク シ ョ ン 3 は 、コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 な 血 圧 降 下 作 用
を 示 し た (* *p  <  0 . 0 1 )。  
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図 2 - 2  活 性 フ ラ ク シ ョ ン か ら の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 精 製  
   A )逆 相 H PLC で の 溶 出 パ タ ー ン  
    血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン 3 を 、さ ら に 4 つ の フ ラ ク
シ ョ ン に 分 け た 。  
   B )各 フ ラ ク シ ョ ン の 血 圧 降 下 作 用  
    各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示 し た 。フ
ラ ク シ ョ ン 3 D は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 な 血 圧 降 下 作
用 を 示 し た  (* *p  <  0 . 0 1 )。 フ ラ ク シ ョ ン 3 D に 含 ま れ る 主 要 ペ プ
チ ド を 矢 印 で 示 し た (ア ミ ノ 酸 は １ 文 字 表 記 と し た )。  
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図 2 - 3  血 圧 降 下 ペ プ チ ド を S H R に 単 回 経 口 投 与 し た と き の 血 圧 降 下 値
の 経 時 変 化  
 各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示 し た 。 コ ン
ト ロ ー ル 群 ( ○ )は 、0 . 0 5 %の カ ゼ イ ン を 含 む PB S を 投 与 し 、ペ プ チ ド 群
( ● )は 、S H R の 体 重 1  k g あ た り 2  m g の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - P r o - G l n
を 投 与 し た 。ペ プ チ ド 群 は 、投 与 後 2 か ら 1 0 時 間 に わ た り 、コ ン ト ロ
ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た (*p  <  0 . 0 5；  * *p  <  
0 . 0 1 ; * * *p  <  0 . 0 0 1 )。  
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図 2 - 4 血 圧 降 下 ペ プ チ ド と の 投 与 量 と 血 圧 降 下 値 の 関 係  
  Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n を 、 S H R に 経 口 投 与 し て 、 6 時 間 後
の 収 縮 期 血 圧 値 の 変 化 を 測 定 し 、投 与 前 ( 0 時 間 時 )の 収 縮 期 血 圧 値 か ら
の 差 を 求 め た 。 各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値 ± SE M で 示
し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 ( ○ )は 、 0 . 0 5 %の カ ゼ イ ン を 含 む PB S を 投 与 し 、
ペ プ チ ド 群 ( ● )は 、S H R の 体 重 1  k g あ た り 0 . 2～ 2 . 0  m g の Ly s - V a l - Le u - 
Pr o - V a l - Pr o - G l n を 投 与 し た 。コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、ペ プ チ ド 群
は 、0 . 5～ 2 m g 投 与 の 範 囲 で 、有 意 な 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た  (*p  <  0 . 0 5； 
* *p  <  0 . 0 1 )。  
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2 - 4 .  考 察  
 
 今 回 の 実 験 で 、 L.  h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ
ン を 分 解 し て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 か ら 、 S H R に 経 口 投 与 し た 時 の 血
圧 降 下 作 用 を 指 標 に 、 血 圧 降 下 ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n
を 精 製 す る こ と が で き た 。 本 ペ プ チ ド 混 合 物 中 に 含 ま れ る
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 ペ プ チ ド の 定 量 結 果 か ら 考 察 す る と 、
L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 、カ ゼ イ ン か ら 効 率
的 に 生 成 さ れ て い る も の と 考 え ら れ た 。 し か し 、 本 ペ プ チ ド は 、 以 前 の
報 告 に お い て 逆 相 H PL C に て 分 析 し た 時 は 、 主 要 ペ プ チ ド と し て は 検 出
さ れ て い な い  [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 b ]。そ の 理 由 は 、逆 相 の H PL C で 分 析 し
た 際 に 、 お そ ら く 別 な ペ プ チ ド が 血 圧 降 下 ペ プ チ ド Ly s - V a l - L e u - Pr o - 
V a l - Pr o - G l n と 同 じ 位 置 に 溶 出 し て き た た め に 、主 要 ペ プ チ ド と し て 分 離
す る 事 が 困 難 で あ っ た か ら で は な い か と 考 え ら れ た 。  
 ま た 以 前 の 研 究 で 、本 ペ プ チ ド 混 合 物 を 、S H R の 体 重 1 k g あ た り 1 5  m g
を 経 口 投 与 し た 場 合 は 、 6 時 間 後 に 最 大 の 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た
[ Ya m a m o t o ,  1 9 9 4 b ]。今 回 の 試 験 で も 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n ペ
プ チ ド を S H R に 経 口 投 与 し た 場 合 は 、同 様 に 投 与 6 時 間 後 に 最 大 の 血 圧
降 下 作 用 が 得 ら れ た 。 定 量 の 結 果 、 本 ペ プ チ ド 混 合 物 1 5  m g に は 、 Ly s - 
V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n が 、 少 な く と も 0 . 3 9  m g 含 ま れ て い た 。 こ れ
ら の 結 果 と 、 本 ペ プ チ ド は 、 S H R の 体 重 1  k g あ た り 0 . 5  m g 投 与 し た と
き に 血 圧 降 下 作 用 が 見 ら れ て い た こ と か ら 考 察 す る と 、Ly s - V a l - Le u - Pr o  
- V a l - Pr o - G l n は 、 本 ペ プ チ ド 混 合 物 に お い て 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る 主
要 な ペ プ チ ド で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
 こ れ ま で に L.  h e l ve t i c u s を 含 む ス タ ー タ ー を 用 い た 発 酵 乳 か ら 精 製 さ
れ た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド I l e - Pr o - Pr o と Va l - Pr o - P r o は 、 L.  h e l v e t i c u s  
C P7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る カ ゼ イ ン 分 解 物 か ら は 見 つ か っ て
い な い 。 こ れ ら V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - P r o は 、 L.  h e l v e t i c us の 発 酵 後
期 に 生 成 量 が 増 加 す る が 、 そ れ は 、 発 酵 初 期 段 階 で 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ
に よ っ て β カ ゼ イ ン か ら 生 成 さ れ た 2 8 か ら 2 9 ア ミ ノ 酸 か ら な る 比 較 的
大 き な ペ プ チ ド が 、 菌 体 内 に 取 り 込 ま れ た 後 、 さ ら に 複 数 の ペ プ チ ダ ー
ゼ に よ る 分 解 を 受 け て 生 成 さ れ る と 考 え ら れ て い る [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ;  
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U e n o ,  2 0 0 4 ] 。 一 方 、 今 回 の 研 究 で 見 出 さ れ た Ly s - V a l - L e u - Pr o - V a l - 
Pr o - G l n は 、 L.  h e l ve t i c u s 発 酵 乳 で は 、 発 酵 初 期 段 階 に お い て は 微 量 検
出 さ れ た が 、 発 酵 が 進 む に つ れ て 減 少 し 、 発 酵 後 期 で は 検 出 さ れ な か っ
た (デ ー タ 未 発 表 )。Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、発 酵 の 初 期 段 階 で
は 、 L.  h e l v e t i c u s の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 働 き に よ り カ ゼ イ ン か ら 遊 離
し 、 発 酵 乳 中 に 蓄 積 し て い く と 考 え ら れ る 。 し か し 、 発 酵 で 生 産 さ れ る
乳 酸 で 発 酵 乳 の p H が 低 下 す る と 、菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 も 低 下 し て い
く た め に 、 発 酵 の 中 期 以 降 は 、 カ ゼ イ ン か ら の 本 ペ プ チ ド の 生 成 量 も 減
っ て い く と 推 定 さ れ る 。 さ ら に 発 酵 乳 中 に 蓄 積 し た 本 ペ プ チ ド も 、 乳 酸
菌 の 増 殖 の た め の 窒 素 源 と し て 、 他 の ペ プ チ ド 群 と も に 菌 体 内 に 取 り 込
ま れ て 利 用 さ れ て い く た め 、 最 終 的 に は 、 L. h e l v e t i c u s 発 酵 乳 中 で の 本
ペ プ チ ド の 含 有 量 が 減 少 し た 可 能 性 が 考 え ら れ た 。  
近 年 、 各 社 よ り ペ プ チ ド 素 材 が 商 品 化 さ れ て お り 、 ペ プ チ ド は 、 タ ン
パ ク 質 や ア ミ ノ 酸 よ り 消 化 吸 収 性 が 良 い 事 か ら 、 バ ラ ン ス 栄 養 食 品 や ス
ポ ー ツ 食 品 等 に も 使 用 さ れ て い る 。カ ゼ イ ン を L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 の
菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ で 分 解 し て 生 じ た ペ プ チ ド 混 合 物 は 、 ペ プ シ ン 分 解
物 と 比 較 し て 苦 み が 少 な い こ と が 一 つ の 特 徴 で あ る 。 ペ プ シ ン 分 解 物 で
は 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 分 解 を 併 用 し て 苦 み を 除 去 し て い る 例 が 多 い が 、 L.  
h e l v e t i c u s  C P 7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ の 場 合 は 一 回 の 分 解 で 苦 味 の
少 な い ペ プ チ ド 素 材 開 発 が 行 え る と 考 え ら れ る 。 さ ら に L.  h e l v e t i c u s  
C P7 9 0 株 の 菌 休 外 プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を 分 解 し て 得 ら れ た ペ プ チ ド
混 合 物 は 、 機 能 性 が 未 知 の ペ プ チ ド を 数 多 く 含 む [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 3 ]こ と
か ら 、 新 規 な 生 理 機 能 を 持 つ ペ プ チ ド が 存 在 す る 可 能 性 も あ り 、 今 後 の
研 究 が 期 待 さ れ る 。 ま た 近 年 は 、 本 研 究 の よ う な 対 照 群 と 複 数 サ ン プ ル
群 の 差 を 検 出 す る 最 適 な 統 計 方 法 と し て 、 分 散 分 析 後 に 、 D un n e t t 検 定
な ど の 多 重 比 較 検 定 が 推 奨 さ れ て い る 。 今 後 の 研 究 に は 、 実 験 精 度 の 向
上 に 加 え て 、 よ り 最 適 な 統 計 手 法 を 選 定 し て い く 必 要 が あ る と 考 え る 。  
以 上 の 結 果 、 L.  h e l ve t i c u s  C P7 9 0 株 菌 休 外 プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を
分 解 し て 得 ら れ た Lys - V a l - Le u - Pr o - V a l - P r o - G l n は 、 逆 相 H PLC に て 比
較 的 容 易 に 測 定 し や す い こ と と 、 本 カ ゼ イ ン 分 解 物 中 の 血 圧 降 下 作 用 を
発 揮 す る 主 要 成 分 と 考 え ら れ る こ と か ら 、 今 後 、 血 圧 降 下 作 用 を 期 待 し
た 機 能 性 食 品 へ 応 用 す る 際 の 有 効 成 分 と し て の 利 用 可 能 性 が 示 さ れ た 。
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第 3章  血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 作 用 メ カ ニ ズ ム 解 析  
 
 
3 - 1 .  緒 言  
     
食 品 か ら 見 出 さ れ た A C E 阻 害 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド は 、必 ず し も 全 て が 、
血 圧 降 下 作 用 を 期 待 し た 機 能 性 食 品 に 利 用 で き る わ け で は な い 。例 え ば 、
食 品 中 か ら A C E 阻 害 ペ プ チ ド が 見 出 さ れ て も 、そ の 含 有 量 が 微 量 で あ る
場 合 は 、 現 実 的 な 経 口 摂 食 量 で は 効 果 が 期 待 出 来 な い 可 能 性 が あ る 。 そ
れ 以 外 に は 、i n  v i t r o 試 験 で は 強 い A C E 阻 害 活 性 を 示 し て い て も 、i n  v i v o
試 験 で は 血 圧 降 下 作 用 を 示 さ な い 場 合 が 知 ら れ て い る [ Fu j i t a ,  1 9 9 9 ]。 そ
の 理 由 と し て は 、 A CE 阻 害 ペ プ チ ド と し て 見 出 さ れ た ペ プ チ ド が 、 単 に
A C E の 基 質 と し て 作 用 し て い た 場 合 [吉 川 ,  1 9 9 3 ]や 、 経 口 投 与 後 に 消 化
酵 素 で 分 解 を 受 け て 、 A C E 阻 害 活 性 が 消 失 し た 場 合 な ど が 考 え ら れ る 。  
ま た 、 ジ お よ び ト リ ペ プ チ ド の よ う な 短 い ペ プ チ ド は 、 そ の ま ま の 形
態 で 、 小 腸 上 皮 細 胞 の 刷 子 縁 膜 に あ る 、 H + /ペ プ チ ド 共 輸 送 体 ( p e p t i d e  
t r a n sp o r t e r  1： PE P T1 )を 介 し て 吸 収 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る [ L i a n g ,  
1 9 9 5 ;  M i y a m o t o ,  1 9 9 6 ]。 食 品 由 来 の A CE 阻 害 ペ プ チ ド も 、 そ の 種 類 に
よ っ て PE PT 1 に 対 す る 結 合 親 和 性 が 異 な る こ と が 示 唆 さ れ て い る [松 井 ,  
2 0 0 3 ]。従 っ て 、A C E 阻 害 ペ プ チ ド が 腸 管 か ら の 吸 収 性 が 悪 い 場 合 は 、生
体 内 で 作 用 を 発 揮 す る た め に 必 要 な 十 分 量 の ペ プ チ ド が 体 内 移 行 で き な
い こ と で 、結 果 と し て 血 圧 降 下 作 用 が 発 揮 さ れ な い 可 能 性 も 考 え ら れ る 。 
従 っ て 、生 体 内 で 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る A C E 阻 害 ペ プ チ ド を 見 出 す
た め に は 、 上 記 の よ う な 、 経 口 バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー を 考 慮 し て 選
抜 す る 必 要 が あ る 。 一 方 で 、 A C E 阻 害 活 性 を 持 つ ペ プ チ ド で 知 ら れ て い
る 鰹 節 ペ プ チ ド ( Le u -Ly s - Pr o - A sn - Me t )  は 、 生 体 内 で 分 解 を 受 け て 真 の
A C E 阻 害 ペ プ チ ド で あ る Le u - Ly s - Pr o に 転 換 す る プ ロ ド ラ ッ グ タ イ プ の
ペ プ チ ド で あ る こ と が 知 ら れ て い る [藤 田 ,  1 9 9 6 ]。  
そ こ で 本 研 究 で は 、 2 章 の 研 究 で 見 出 し た ペ プ チ ド で あ る 、 A C E 阻 害
活 性 が 弱 い が 血 圧 降 下 作 用 を 示 す Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 作 用
メ カ ニ ズ ム に つ い て 、 経 口 投 与 後 の ペ プ チ ド の 消 長 か ら 探 る こ と を 目 的
と し て 、 人 工 消 化 試 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 本 ペ プ チ ド を カ ル ボ キ シ ペ
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プ チ ダ － ゼ A で 消 化 し て 得 ら れ た 分 解 物 の 中 か ら 、A C E 阻 害 作 用 を 示 す
ペ プ チ ド で あ る L y s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o を 見 出 し た 。 本 ペ プ チ ド を
S H R に 経 口 投 与 し た と こ ろ 、 分 解 前 の ペ プ チ ド と 同 様 に 血 圧 降 下 作 用 を
示 し た 。従 っ て 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 作 用 メ カ ニ ズ ム は 、経
口 投 与 後 に 消 化 酵 素 で 部 分 分 解 を 受 け て 生 じ た ペ プ チ ド に よ る A C E 阻 害
作 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
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3 - 2 .  材 料 と 実 験 方 法  
 
 
3 - 2 - 1 .  試 薬  
 
 H i p p u r y l - L - h i s t i d y l - L - l e u c i n e ( H i p - H i s - Le u )、 A C E、 カ ル ボ キ シ ペ プ
チ ダ ー ゼ Ａ 、 ペ プ シ ン お よ び 、 パ ン ク レ ア チ ン は シ グ マ 社 よ り 、 カ ゼ イ
ン は 和 光 純 薬 よ り 購 入 し た 。そ の 他 の 試 薬 は 、特 級 以 上 の も の を 用 い た 。  
 
 
3 - 2 - 2 .  ラ ッ ト の 血 圧 測 定 方 法  
 
 血 圧 測 定 に は 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S H R の 雄 を 日 本 チ ャ ー ル ズ
リ バ ー 社 よ り 購 入 し て 用 い た 。 実 験 動 物 用 飼 料 は 、 日 本 ク レ ア 社 製 の
C E - 2 を 与 え 、 飲 用 水 と と も に 自 由 摂 取 と し た 。 飼 育 環 境 は 、 温 度 2 4  ±  
1℃ 、 湿 度 5 5  ±  5 %で 、 1 2 時 間 の 明 暗 サ イ ク ル （ 明 期 8 : 0 0 - 2 0 : 0 0） と し
た 。 血 圧 測 定 に は 、 1 8～ 2 5  週 齢 、 体 重 33 0～ 3 6 0  g の S H R を 1 群 5 匹
で 使 用 し 、飲 用 水 は 自 由 摂 取 の 状 態 で 、試 験 サ ン プ ル の 投 与 1 2 時 間 前 か
ら 投 与 後 1 0 時 間 ま で 断 餌 を 行 っ た 。 S H R の 血 圧 測 定 は 、 次 の 方 法 に 従
っ て 行 っ た 。 す な わ ち 、 ペ プ チ ド 混 合 物 お よ び 、 ペ プ チ ド は 、 胃 ゾ ン デ
を 用 い て 強 制 的 に 経 口 投 与 し 、 4 5℃ で 5 分 間 保 温 し た 後 、 非 観 血 式 血 圧
測 定 装 置 (｢P E - 3 0 0｣、 ナ ル コ バ イ オ シ ス テ ム ズ )を 用 い 、 t a i l - c u f f 法 で 収
縮 期 血 圧 値 を 求 め た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 に は 、 0 . 0 1  M リ ン 酸 を 含 む 生 理 食
塩 水 ( PB S ;  p H  7 . 4 )に カ ゼ イ ン を 0 . 0 5 %に な る よ う に 添 加 し た 溶 液 ( PB S -
カ ゼ イ ン 溶 液 )を 、 試 料 群 に は PB S -カ ゼ イ ン 溶 液 に ペ プ チ ド を 溶 解 し た
液 を 投 与 し た 。 PB S に 溶 解 し た 合 成 ペ プ チ ド も 同 様 に 測 定 し た 。 コ ン ト
ロ ー ル 群 と サ ン プ ル 群 の 群 間 比 較 の た め の 統 計 解 析 は 、 S t u de n t ' s  t - t e s t
を 用 い た 。本 実 験 は 、「 動 物 の 愛 護 及 び 管 理 に 関 す る 法 律 」[環 境 省 ,  1 9 7 3 ]
を 遵 守 し て 実 施 し た 。  
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3 - 2 - 3 .  A C E 阻 害 活 性 の 測 定 方 法  
 
 A C E 阻 害 活 性 は 、 既 知 の 方 法 [ C u sh m a n ,  1 9 7 1 ]に 従 っ て 行 っ た 。 す な
わ ち 、ペ プ チ ド を 含 む 溶 液 8 0  μ l を H i p -H i s - Le u を 含 む ホ ウ 酸 緩 衝 液 ( 3 . 8  
m M H i p - H i s - Le u、0 . 1  M ホ ウ 酸 、0 . 3  M  N a C 1 ;  p H  8 . 3 ) 2 0 0  μ l に 添 加 し 、
3 7℃ で 5 分 間 保 温 し た 後 に 2 ミ リ ユ ニ ッ ト の A C E を 添 加 し た 。 さ ら に
3 7℃ で  3 0 分 間 保 温 し た 後 に 、 2 5 0  μ l の 1 規 定 H C l を 添 加 し て 酵 素 反 応
を 停 止 し た 。 1 ユ ニ ッ ト の A C E は 、 3 7℃ 、 p H  8 . 3 の 条 件 で 、 1 分 間 に
H i p - H i s - Le u か ら 1  M の ヒ プ リ ル 酸 を 遊 離 す る 活 性 で あ る と 定 義 さ れ て
い る 。 遊 離 し た ヒ プ リ ル 酸 は 、 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 後 に 1 2 0℃ で 乾 固 し 、
溶 媒 を 除 去 し た 。 溶 媒 除 去 後 、 蒸 留 水 1  m l を 加 え 、抽 出 さ れ た ヒ プ リ ル
酸 の 2 2 8  n m に お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、こ れ を A C E 阻 害 活 性 と し た 。A C E
阻 害 活 性 は 下 記 式 よ り 算 出 し た 。  
 
A C E 阻 害 率 ＝ ［ ( A - B)  /  ( A - C )］ × 1 0 0 ( % )  
A： 試 料 を 含 ま な い 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
B： 試 料 を 添 加 し た 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
C： 酵 素 及 び 試 料 を 添 加 し な い 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
A C E の 酵 素 活 性 を 50％ 阻 害 す る た め に 必 要 な 試 料 の 濃 度 ( μM )を I C 5 0
と し た 。  
 
 
3 - 2 - 4 .  ペ プ チ ド の 人 工 消 化 試 験  
 
 合 成 ペ プ チ ド の 各 種 消 化 酵 素 に よ る 反 応 は 、 以 下 の よ う に 行 っ た 。 す
な わ ち 、 ペ プ シ ン に よ る 消 化 試 験 は 、 1 00  μ g の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - 
Pr o - G l n ペ プ チ ド を 2 0 0  μ l の 0 . 1 M ト リ ス -塩 酸 溶 液 ( p H  2 . 0 )に 溶 解 さ せ
て 1  μ g の 酵 素 加 え た 後 に 、 3 7℃ で 4 時 間 反 応 さ せ た 。パ ン ク レ ア チ ン に
よ る 消 化 試 験 は 、5  μg の 酵 素 と 、1 0 0  μ g の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G ln
ペ プ チ ド を 2 0 0  μ l の 0 . 1  M ト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 ( p H  7 . 5 )に 溶 解 さ せ た 後 に 、
3 7℃ で 4 時 間 反 応 さ せ た 。カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A に よ る 消 化 試 験 は 、
5 0  μ g の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n ペ プ チ ド を 1 0 0  μ l の 反 応 緩 衝 液  
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( 3 5 0  m M K C l、 4 0  m M Tr i s - H C l ;  p H  7 . 5 )に 溶 解 し た 後 、 1 0 ユ ニ ッ ト の
カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A を 加 え て 3 7℃ で 1 0 時 間 反 応 さ せ た 。 上 記 す
べ て の 酵 素 反 応 は 、反 応 終 了 後 に 1 0 0℃ で 1 0 分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、酵 素
を 失 活 さ せ た 。  
 
 
3 - 2 - 5 .  人 工 消 化 物 の 逆 相 H PLC に よ る 分 析  
 
 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n ペ プ チ ド を 、カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A
に よ り 分 解 し た も の は 、 逆 相 カ ラ ム を 使 用 し た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
( H PL C )に よ り 分 析 し た 。H PLC は 、日 立 製 作 所 製 の モ デ ル L4 0 0 0、L6 0 0 0
そ し て L6 2 0 0 を 用 い 、逆 相 カ ラ ム は 、日 本 ミ リ ポ ア 社 製 の μ - B on d a sp h a r e  
C - 1 8 カ ラ ム ( φ  3 . 9  ×  1 5 0  m m )を 使 用 し た 。 溶 出 は 、 流 速 1 . 0  m l  /  m i n に
て 、 溶 液 A ( 0 . 1 % ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 - H 2 O ) か ら 、 6 0 分 後 に 4 0 % の 溶 液
B ( 0 . 1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 -ア セ ト ニ ト リ ル )に な る 直 線 濃 度 勾 配 の 条 件 で
行 っ た 。 ペ プ チ ド の 検 出 は 、 紫 外 光 の 2 1 5  n m で 行 っ た 。  
 
 
3 - 2 - 6 .  ペ プ チ ド の 配 列 分 析 及 び 化 学 合 成  
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n を カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A で 分 解 す
る こ と で 生 成 し た ペ プ チ ド は 、 全 自 動 タ ン パ ク 質 一 次 構 造 分 析 装 置
( PP S Q - 1 0、  島 津 製 作 所 )に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 と 、6 規 定 の H C l で 2 0
時 間 加 水 分 解 し た あ と に ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 装 置 ( 8 0 0 シ リ ー ズ 、日 本 分 光 )
で ア ミ ノ 酸 組 成 を 分 析 す る こ と で 、 同 定 し た 。  
同 定 し た ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 合 成 機 ( PPS M - 8、 島 津 製 作 所 )で 合 成 し
た 。 す な わ ち 、 ペ プ チ ド 合 成 に は 、 ア ミ ノ 基 が フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ
ル ボ ニ ル 基 ( F - m o c )で 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 結 合 し た 樹 脂 2 0  μ m o l を 使 用
し 、 目 的 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 従 っ て 、 ア ミ ノ 基 が Fm o c 基 で 保 護 さ れ た
Fm o c -ア ミ ノ 酸 を 1 0 0  μ m o l ず つ 、 C 末 端 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 よ り 順 次 反
応 さ せ て ペ プ チ ド 結 合 樹 脂 を 得 た 。次 に こ の ペ プ チ ド 結 合 樹 脂 を 1  m l の
反 応 液 ( 1 %エ タ ン ジ チ オ ー ル 、 5％ ア ニ ソ ー ル を 含 む ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 )
に 懸 濁 し 、 室 温 で 2 時 間 反 応 さ せ て ペ プ チ ド を 樹 脂 か ら 切 り 離 し 、 同 時
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に 側 鎖 保 護 基 を 外 し た 。 次 に 反 応 混 合 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た
後 、 無 水 エ ー テ ル 1 0  m l を 加 え て 生 成 し た ペ プ チ ド を 沈 澱 さ せ て 、 3 0 0 0
回 転 で 5 分 間 遠 心 し て 分 離 し た 。 そ の 沈 澱 を 無 水 エ ー テ ル で 数 回 洗 浄 し
た 後 に 、 窒 素 ガ ス を 吹 き 付 け て 乾 燥 し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 未 精
製 の 合 成 ペ プ チ ド を 0 . 1 規 定 の H C l 水 溶 液 2  m l に 溶 解 し た 後 に 全 量 を
C 1 8 の 逆 相 カ ラ ム を 用 い た H PLC で 、 前 節 2 - 2 - 6 .の 溶 出 条 件 1 の 方 法 に
準 じ て 精 製 し た 。  
合 成 し た ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 一 次 構 造 分 析 装 置 ( P P S Q - 1 0、 島 津 製
作 所 )に て 分 析 し て 、 設 計 通 り の 配 列 で あ る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に 、 合
成 し た ペ プ チ ド は 、6 規 定 の H C l で 2 0 時 間 加 水 分 解 し た あ と に ア ミ ノ 酸
組 成 分 析 装 置 ( 8 0 0 シ リ ー ズ 、日 本 分 光 )で 分 析 し て 、設 計 通 り の ア ミ ノ 酸
組 成 で あ る こ と を 確 認 し た 。  
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3 - 3 .  結 果  
 
 
3 - 3 - 1 .  血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 人 工 消 化 試 験  
 
今 回 の 試 験 で は 、A CE 阻 害 活 性 が 弱 い 血 圧 降 下 ペ プ チ ド Ly s -V a l - Le u -  
Pr o - V a l - Pr o - G l n を 消 化 酵 素 で 人 工 消 化 試 験 を 行 う こ と に よ り 、血 圧 降 下
作 用 メ カ ニ ズ ム の 一 端 を 探 っ た 。 そ の 結 果 、 ペ プ シ ン と L y s - V a l - Le u - 
Pr o - V a l - Pr o - G l n を 反 応 さ せ た 場 合 は 、 消 化 さ れ ず 、 か つ A C E 阻 害 活 性
も 上 昇 し な か っ た が 、 本 ペ プ チ ド と 、 パ ン ク レ ア チ ン 及 び カ ル ボ キ シ ペ
プ チ ダ ー ゼ A で 反 応 さ せ た 場 合 は 、反 応 液 の A C E 阻 害 活 性 の 上 昇 が 確 認
さ れ た (デ ー タ 未 発 表 )。 そ こ で 、 反 応 溶 液 中 で A C E 阻 害 作 用 を 発 揮 し て
い る ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 、 血 圧 降 下 ペ プ チ ド
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n を カ ル ポ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A で 反 応 さ せ
た 溶 液 を 逆 相 H PLC に て 分 析 し た 。 そ の 結 果 、 L y s - V a l - Le u - Pr o - 
V a l - Pr o - G l n が 溶 出 し た ピ ー ク の 直 後 に 新 規 な ピ ー ク が 見 出 さ れ た 。こ の
ピ ー ク を 分 取 し て ア ミ ノ 酸 組 成 お よ び 配 列 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 分 解 前
の ペ プ チ ド の C 末 端 に 位 置 す る グ ル タ ミ ン 残 基 が 欠 失 し た ペ プ チ ド で あ
る 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o で あ る こ と が 判 っ た (図 3 - 1 )。 こ の よ う な
Ly s - V a l - L e u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の C 末 端 の G l n 残 基 が 欠 失 し た ペ プ チ ド
は 、 パ ン ク レ ア チ ン に よ る 反 応 で も 生 じ た (デ ー タ 未 発 表 )。  
そ こ で 、 同 定 さ れ た Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o ペ プ チ ド を 化 学 合 成 し
て A C E 阻 害 活 性 を 調 べ た と こ ろ 、反 応 前 の イ ン タ ク ト な 状 態 の ペ プ チ ド
と 比 較 し て A C E 阻 害 活 性 が 上 昇 し て い る こ と が 判 っ た ( I C 5 0  ＝  5  μ M )。  
さ ら に 、2 章 で 同 定 し た ペ プ チ ド の 中 で 、AC E 阻 害 活 性 が 高 か っ た が 、
S H R へ の 投 与 で 血 圧 降 下 作 用 が 見 ら れ な か っ た Ty r - Ly s - V a l - Pr o - G l n - 
Le u  ( I C 5 0  =  2 0  μ M )ペ プ チ ド に つ い て も 、 同 様 に 人 工 消 化 に よ る A C E 阻
害 活 性 の 変 化 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 本 ペ プ チ ド は 、 パ ン ク レ ア チ ン 消 化
で 部 分 分 解 さ れ て 、 C 末 端 に プ ロ リ ン が 露 出 し た Ty r - Ly s - V a l - Pr o の 配
列 の ペ プ チ ド が 生 じ た 。本 ペ プ チ ド を 化 学 合 成 し て A C E 阻 害 活 性 を 評 価
し た と こ ろ 、 そ の 活 性 は 、 分 解 前 よ り 低 下 ( I C 5 0  >  1 0 0 0 μ M )し て い た 。  
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3 - 3 - 2 .  生 成 し た ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 作 用 の 経 時 変 化  
 
ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o の 血 圧 降 下 作 用 の 経 時 変 化 を 測 定
し た 。 化 学 合 成 し た ペ プ チ ド を 、 S H R に 対 し て 体 重 1  k g あ た り 1 . 0  m g
の 用 量 に な る よ う に 経 口 投 与 し 、コ ン ト ロ ー ル 群 ( 0 . 0 5％ カ ゼ イ ン 投 与 群 )
と の 血 圧 降 下 値 を 比 較 し た 。 血 圧 測 定 は 、 非 観 血 式 血 圧 測 定 装 置 (型 式
P E - 3 0 0、ナ ル コ バ イ オ シ ス テ ム ズ )を 用 い 、t a i l - c u f f 法 で 収 縮 期 血 圧 値 を
求 め た 。 そ の 結 果 、 ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o は 、 コ ン ト ロ ー
ル 群 に 対 し て 、投 与 後 2～ 8 時 間 後 に 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た 。結
果 を (投 与 前 収 縮 期 血 圧 値 － 投 与 後 収 縮 期 血 圧 値 )  ±  S E M と し て 図 3 - 2 に
示 し た 。  
 
 
3 - 3 - 3 .  生 成 し た ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 作 用 の 用 量 依 存 性  
 
ペ プ チ ド Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に つ い て 、 血 圧 降 下 作 用 に お け る
用 量 依 存 性 を 調 べ た 。即 ち 、本 ペ プ チ ド を S H R の 体 重 1  k g あ た り 、0 . 1、
0 . 3、1 . 0  m g を 経 口 投 与 し 、投 与 6 時 間 後 の 収 縮 期 血 圧 値 を 測 定 し て 、投
与 前 ( 0  時 間 時 )の 収 縮 期 血 圧 値 か ら の 差 を 求 め た  (図 3 - 3 )。そ の 結 果 、コ
ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、 S H R の 体 重 1  k g あ た り 、 0 . 3～ 1 . 0  m g 投 与 の
範 囲 で 、 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 認 め ら れ た 。  
 
 
3 - 3 - 4 .  生 成 し た ペ プ チ ド の 活 性 中 心 の 評 価  
 
血 圧 降 下 作 用 を 示 し た ペ プ チ ド で あ る Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n
に つ い て 、 N 末 端 や C 末 端 よ り ア ミ ノ 酸 残 基 を １ つ ず つ 減 ら し た ペ プ チ
ド を 設 計 し て 化 学 合 成 し た 。そ れ ら の A CE 阻 害 活 性 を 評 価 し た 結 果 を 表
3 - 1 に 示 し た 。 そ の 結 果 、 V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n お よ び
V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に も 若 干 の A C E 阻 害 活 性 が 見 ら れ た も の の 、
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o よ り 強 い A C E 阻 害 活 性 を 示 す ペ プ チ ド は 得 ら
れ な か っ た 。  
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表 3 - 1  合 成 ペ プ チ ド の A C E 阻 害 活 性  
 
IC50（μM)
1
Lys - Val - Leu - Pro - Val - Pro - Gln 1000
Lys - Val - Leu - Pro - Val - Pro 5
Lys - Val - Leu - Pro - Val ＞1000
Lys - Val - Leu - Pro 890
Lys - Val - Leu ＞1000
Val - Leu - Pro - Val - Pro - Gln 250
Leu - Pro - Val - Pro - Gln ＞1000
Pro - Val - Pro - Gln ＞1000
Val - Pro - Gln ＞1000
Val - Leu - Pro - Val - Pro 150
Leu - Pro - Val - Pro ＞1000
Pro - Val - Pro ＞1000
1The concentration of peptide needes to inhibit 50% of the ACE activity
Sequence
 
(特 許 第 3 6 6 5 6 6 3 号 で 使 用 済 )  
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図 3 - 1  血 圧 降 下 ペ プ チ ド を カ ル ポ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A で 処 理 し た と き の
逆 相 H PLC に よ る 溶 出 パ タ ー ン  
A )処 理 前 の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 溶 出 パ タ ー ン  
B )カ ル ポ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A で 1 0 時 間 処 理 し た 後 の 逆 相 HPLC に
お け る 溶 出 パ タ ー ン  
   ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 列 は 、 図 中 矢 印 に 一 文 字 表 記 で 示 し た 。
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図 3 - 2  A C E 阻 害 ペ プ チ ド を S H R に 単 回 経 口 投 与 し た と き の 収 縮 期 血 圧 値
の 経 時 変 化  
  各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示 し た 。コ ン ト
ロ ー ル 群 ( ○ )は 、 0 . 0 5 %の カ ゼ イ ン を 含 む PB S を 投 与 し 、 ペ プ チ ド 群 ( ● )
は 、S H R の 体 重 1  k g あ た り 1 . 0  m g の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o を 投 与
し た 。 投 与 後 2～ 8 時 間 に わ た り 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 な 血
圧 降 下 作 用 を 示 し た (*p  <  0 . 0 5；  * * *p  <  0 . 0 0 1 )。  
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図 3 - 3  A C E 阻 害 ペ プ チ ド と の 投 与 量 と 血 圧 降 下 値 の 関 係  
  Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o を S H R に 経 口 投 与 し 、6 時 間 後 の 血 圧 降 下
値 を 測 定 し た 。各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示
し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 ( ○ )は 、 0 . 0 5 %の カ ゼ イ ン を 含 む PB S を 投 与 し 、
ペ プ チ ド 群 ( ● ) は 、 S H R の 体 重 1  k g あ た り 0 . 1 ～ 1 . 0  m g の
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o を 投 与 し た 。 本 ペ プ チ ド は 、 0 . 3～ 1 . 0  m g 投
与 の 範 囲 で 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た  
(*p  <  0 . 0 5；  * * *p  <  0 . 0 0 1 )。           
 
 
 
C
h
a
n
g
e
s
 i
n
 S
B
P
（ｍ
ｍ
H
ｇ
）
10
0
-10
-20
-30
-40
0.1 10.5
Dose (mg/kg)
＊＊＊
＊
C
h
a
n
g
e
s
 i
n
 S
B
P
（ｍ
ｍ
H
ｇ
）
 65 
3 - 4 .  考 察  
 
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 A C E 阻 害 活 性 が ほ と ん ど 認 め ら れ
な か っ た が 、 S H R へ の 経 口 投 与 で 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 し た こ と か ら 、 そ
の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 探 索 し た 。A C E 阻 害 ペ プ チ ド の な か で 、C 末 端 に Pr o
残 基 を 持 つ も の は 数 多 く 報 告 さ れ て お り [ C h e u ng ,  1 9 8 0 ;  Fe r r e i r a ,   
1 9 7 0 ;  Ma t su m u r a ,  1 9 9 3 ;  O n d e t t i ,  1 9 7 1 ]、 L.  h e l v e t i c u s を 用 い て 2 4 時
間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 か ら 精 製 さ れ た 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ A C E 阻 害 ペ プ チ
ド 、V a l - Pr o - Pr o や I l e - Pr o - Pr o [ N a k a u r a ,  1 9 9 5 a ]も A C E を 阻 害 す る た め
に C 末 端 Pr o 残 基 が 重 要 だ と 考 え ら れ て い る 。  
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 そ の 配 列 中 に Pr o 残 基 を 内 在 す る
こ と か ら 、 消 化 酵 素 の 分 解 を 受 け て Pr o 残 基 が 露 出 し 、 A C E 阻 害 活 性 を
発 揮 す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 従 っ て 、 S H R へ の 経 口 投 与 後 の 本 ペ プ チ
ド の 消 長 を 探 る こ と か ら 作 用 メ カ ニ ズ ム を 推 定 す べ く 、 人 工 消 化 試 験 を
実 施 し た 。 消 化 酵 素 と し て は 、 胃 か ら 小 腸 で の 消 化 を 想 定 し て 、 ペ プ シ
ン や パ ン ク レ ア チ ン お よ び 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A を 用 い た 。  
人 工 消 化 試 験 の 結 果 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、パ ン ク レ ア チ
ン や 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A の 処 理 で 部 分 分 解 を 受 け 、 Ly s - V a l - 
Le u - Pr o - V a l - Pr o と い う 配 列 の ペ プ チ ド を 生 じ た 。 こ の ペ プ チ ド の A C E
阻 害 活 性 ( I C 5 0 )は 5  μ M で あ り 、 分 解 前 の 配 列 の も の と 比 較 し て 活 性 が
2 0 0 倍 以 上 に 上 昇 し た 。   
従 っ て 、血 圧 降 下 ペ プ チ ド L y s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n が S H R で 血
圧 降 下 作 用 を 示 す 作 用 メ カ ニ ズ ム と し て は 、 本 ペ プ チ ド が 消 化 管 内 で 部
分 分 解 さ れ て C 末 端 に Pr o 残 基 が 露 出 し た ペ プ チ ド に よ る A C E 阻 害 作 用
で あ る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 さ ら に 、 S H R を 用 い た 血 圧 降 下 作 用 の 用 量
依 存 性 を 評 価 し た 結 果 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o は 、経 口 投 与 し た ペ プ
チ ド の 用 量 で 比 較 す る と 、 分 解 前 の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n よ り
も 強 い 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o
は 、最 初 か ら A C E 阻 害 活 性 を 保 有 す る た め に 、消 化 管 内 で 分 解 を 受 け な
い と 活 性 が 発 現 し な い Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n よ り も 、 よ り 効 率
的 に 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る こ と が で き た か ら で は な い か と 考 え ら れ る 。
こ の 結 果 か ら は 、 本 ペ プ チ ド の C 末 端 の G l n ア ミ ノ 酸 が 最 初 か ら 除 去 さ
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れ た ペ プ チ ド 素 材 を 開 発 す る こ と で 、 よ り 強 力 な 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 提
供 が で き る 可 能 性 が 示 さ れ た 。  
ま た 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o は 、 そ の 配 列 内 部 に Pr o 残 基 を 保 有
し て い る こ と か ら 、 A C E 阻 害 作 用 を 示 す 配 列 が さ ら に 内 在 し て い る 可 能
性 が あ っ た 。 そ こ で 、 N 末 端 、 C 末 端 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 を ひ と つ ず つ 削
減 し た ペ プ チ ド を 合 成 し て A C E 阻 害 活 性 を 測 定 し た が 、 い ず れ の A C E
阻 害 活 性 は 低 下 し た 。 そ こ で 、 今 回 見 出 し た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の C 末 端
G l n 残 基 が 外 れ た 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に お い て は 、 C 末 端 の Pr o
残 基 が A C E 阻 害 活 性 発 現 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が 高 い と 考
え ら れ た 。  
一 方 で 、 第 2 章 の 研 究 に お い て 、 L.  h e l v e t i c u s   C P 7 9 0 株 の 菌 体 外 プ
ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を 分 解 し て 得 た ペ プ チ ド 混 合 物 か ら は 、 A C E 阻 害
活 性 が 比 較 的 高 い ( I C 5 0  =  2 2  μ M ) が 、 血 圧 降 下 作 用 が 弱 い
Th r - Ly s - V a l - Pr o - G l n - Le u が 見 い だ さ れ て い た 。 本 ペ プ チ ド は 、 パ ン ク
レ ア チ ン 処 理 を 行 っ た と こ ろ 、 部 分 分 解 さ れ て 、 C 末 端 に Pr o 残 基 が 露
出 し た Th r - Ly s - V a l - Pr o が 生 成 さ れ た 。し か し 、本 ペ プ チ ド の A C E 阻 害
活 性 は 低 下 し た 。そ こ で 、A C E 阻 害 作 用 を ペ プ チ ド が 発 揮 す る た め に は 、
C 末 端 に Pr o 残 基 を 保 有 す る 以 外 に も 、ペ プ チ ド 全 体 の 立 体 構 造 や 、A C E
と の 結 合 の し や す さ な ど の 別 な 要 因 も 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
ア ミ ノ 酸 が 数 個 か ら な る 小 さ な ペ プ チ ド は 、 消 化 管 に お い て 、 消 化 酵
素 の 分 解 を 受 け ず に 吸 収 さ れ る メ カ ニ ズ ム が あ る こ と が 知 ら れ て い る
[ D a b r o w sk i ,  1 9 8 6 ;  H a r a ,  1 9 8 4 ;  Mo r i t a ,  1 9 8 3 ]。例 え ば 、血 圧 降 下 作 用 を
持 つ A C E 阻 害 ペ プ チ ド の V a l - Pr o - Pr o は 、C a c o - 2 細 胞 を 用 い た 透 過 試 験
の 結 果 、腸 の 管 腔 側 に 相 当 す る C a c o - 2 細 胞 の 上 皮 面 か ら 取 り 込 ま れ 、細
胞 の 反 対 側 (基 底 側 )に 分 解 を 受 け ず に 、 そ の ま ま の 形 態 を 保 っ て 透 過 し 、
そ の メ カ ニ ズ ム は 拡 散 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る [ S a t a k e ,  2 0 0 2 ]。さ ら
に 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - P r o - Pr o 含 む 発 酵 乳 を S H R に 経 口 投 与 す る と 、
そ の S H R の 動 脈 抽 出 物 か ら V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o が 検 出 さ れ た
[ Ma su d a ,  1 9 9 6 ] 。 従 っ て 、 A C E 阻 害 ペ プ チ ド で あ る V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o は 、腸 管 で 吸 収 さ れ た 後 に 、標 的 部 位 に 到 達 し て 血 圧 降 下 作
用 を 発 揮 し て い る こ と が 判 っ て い る 。Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に お い て
も 、 C a c o - 2 細 胞 を 用 い た 透 過 試 験 に お い て 、 V a l - Pr o - Pr o と 同 様 に 、 そ
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の ま ま の 形 態 を 保 っ た 状 態 で 、 拡 散 に よ り 透 過 す る こ と が 報 告 さ れ た
[ S u n ,  2 0 0 9 ]。 従 っ て 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に お い て も 、 腸 管 で 吸
収 さ れ て 、 そ の ま ま の 形 態 を 保 っ た ま ま で 標 的 部 位 に 到 達 し て 効 果 を 発
揮 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。C a c o - 2 細 胞 を 用 い た 試 験 で は 、他 に も 、
オ リ ゴ ペ プ チ ド の G ly - G l y - Ty r - A r g [ S h i m i z u ,  1 9 9 7 ]や 、 A C E 阻 害 ペ プ チ
ド の A l a - Le u - Pr o - M e t - H i s - I l e - A r g [ V e r m e i r s se n ,  2 0 0 2 ]も 、 そ の ま ま の
形 態 を 保 っ た 形 で 透 過 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 in  v i v o 試 験
に お い て 実 際 に 血 中 や 組 織 中 か ら 検 出 さ れ た A C E 阻 害 ペ プ チ ド の 報 告 に
つ い て は 、 V a l - Pr o - Pr o や I l e - Pr o - Pr o ま た は 、 V a l - Ty r  [ M a t su i ,  2 0 0 2 ]
な ど 、 ジ ま た は ト リ ペ プ チ ド に 限 定 さ れ て い る た め に 、 今 後 の 研 究 に よ
る 解 明 が 期 待 さ れ る 。  
A C E 阻 害 ペ プ チ ド の な か に は 、 他 の 生 理 機 能 を 併 せ 持 つ ペ プ チ ド 、 あ
る い は そ の 逆 の パ タ ー ン の ケ ー ス も 報 告 さ れ て い る 。 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン
由 来 の ペ プ チ ド A l b s t e n s i n  A  f ( 2 0 8 - 2 1 6 )は 、 A C E 阻 害 活 性 に 加 え て 回 腸
の 収 縮 ・弛 緩 作 用 を 併 せ 持 つ [千 葉 ,  1 9 9 1 ]。ホ エ ー 由 来 オ ピ オ イ ド ペ プ チ
ド の β - c a so m o r p h i n 7 や β - l a c t o r p h i n に つ い て は 、 A C E 阻 害 作 用 も 示 す
こ と が 知 ら れ て い る [Me i se l ,  1 9 9 4 ;  Mu l l a l l y ,  1 9 9 6 ]。 さ ら に 、 今 回 の 研
究 で 見 出 し た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド で あ る Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は
β カ ゼ イ ン 中 の 1 6 9 - 1 7 5 番 目 の 配 列 か ら 遊 離 し た ペ プ チ ド で あ る が 、 そ
れ よ り ア ミ ノ 酸 が 一 残 基 分 だ け C 末 端 に シ フ ト し た 1 7 0 - 1 7 6 番 目 の 配 列
か ら 遊 離 し た V a l - Leu - Pr o - V a l - Pr o - G l n - L y s の ペ プ チ ド は 、 抗 酸 化 作 用
を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る [ R i v a l ,  2 0 0 1 ]。 こ の よ う に 、 乳 由 来 タ ン パ
ク 質 か ら 自 然 生 成 さ れ た ペ プ チ ド に は 、 複 数 の 機 能 性 を 持 つ も の や 、 そ
の 近 傍 の 配 列 か ら は 、別 の 機 能 を 有 す る ペ プ チ ド が 見 出 さ れ て い る た め 、
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o ま た は Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、A C E
阻 害 や 血 圧 降 下 作 用 以 外 の 機 能 性 も 併 せ 持 つ 可 能 性 が あ り 、 今 後 の 研 究
に よ り 解 明 が 期 待 さ れ る 。  
ま た 近 年 は 、 本 研 究 の よ う な 対 照 群 と 複 数 サ ン プ ル 群 の 差 を 検 出 す る
最 適 な 統 計 方 法 と し て 、 分 散 分 析 後 に 、 D u n n e t t 検 定 な ど の 多 重 比 較 検
定 が 推 奨 さ れ て い る 。 今 後 の 研 究 に は 、 実 験 精 度 の 向 上 に 加 え て 、 よ り
最 適 な 統 計 手 法 を 選 定 し て い く 必 要 が あ る と 考 え る 。  
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第 4 章  発 酵 乳 か ら の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 単 離 同 定   
 
 
4 - 1 .  緒 言  
    
レ ニ ン・ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 に お け る キ ー 酵 素 で あ る A C E は 、主 に 肺
や 血 管 内 皮 細 胞 に 存 在 し 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ に 作 用 し て 、 血 管 壁 平 滑
筋 収 縮 作 用 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る ア ン ギ オ テ ン シ ン I I を 産 生 さ せ る こ
と で 、 強 い 血 圧 上 昇 作 用 を 生 じ さ せ る [ Sk e g g s ,  1 9 5 6 ]。 更 に 、 A C E は 降
圧 作 用 を 有 す る ブ ラ ジ キ ニ ン を 分 解 し て 、 不 活 性 化 す る こ と で も 血 圧 を
上 昇 さ せ る [ E r do s ,  1 9 7 5 ]。従 っ て 、こ の A C E の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 物 質
が 、 血 圧 上 昇 を 抑 え る 作 用 が あ る と 考 え ら れ 、 蛇 毒 由 来 の ペ プ チ ド を 参
考 に カ プ ト プ リ ル の よ う な 医 薬 品 が 開 発 さ れ た 。 し か し 、 こ の よ う な 化
学 合 成 物 は 、 効 果 は 高 い が 、 常 に 安 全 性 の 問 題 を 考 慮 し な け れ ば な ら な
い 。一 方 で 、天 然 物 由 来 の A C E 阻 害 ペ プ チ ド は 、合 成 物 よ り も 安 全 性 が
高 い こ と が 期 待 さ れ る 。 し か し 、 i n  v i v o で は 血 圧 降 下 作 用 を 示 さ な い
A C E 阻 害 ペ プ チ ド も 報 告 さ れ て い る [ Fu j i t a ,  1 9 9 9 ]た め に 、真 の 血 圧 降 下
ペ プ チ ド を 見 出 す た め に は 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S HR へ の 試 験 な
ど の 併 用 に よ り 、 有 効 性 を 検 証 す る 必 要 が あ る 。  
L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の A C E 阻 害 活 性 は 、対 数 増 殖 期 後 期 か ら 急 激 に 増
加 し 、 発 酵 2 0 時 間 以 降 で 最 大 値 と な る 。 A C E 阻 害 活 性 を 持 つ 血 圧 降 下
ペ プ チ ド で あ る 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o は 、 そ の A C E 阻 害 活 性 を
指 標 に 見 出 さ れ た [Na k a m u r a ,  1 9 9 5 a ]。 し か し 、 こ の 発 酵 乳 は 酸 味 が 強
く 、 加 糖 な ど の 風 味 調 整 無 し で は 飲 用 し に く い こ と が 課 題 で あ っ た 。 一
方 で 、 L.  h e l v e t i c u s の 発 酵 を 1 0 時 間 程 度 で 停 止 さ せ て 、 酸 味 が 穏 や か
な ヨ ー グ ル ト 様 状 態 に し た 場 合 は 、 A C E 阻 害 活 性 が 弱 い に も 関 わ ら ず 、
S H R に 経 口 投 与 す る と 、 顕 著 な 血 圧 降 下 作 用 が 報 告 さ れ た [Ya m a m o t o ,  
1 9 9 4 b ]。 こ の 発 酵 乳 ホ エ ー を 逆 相 H PLC で 分 析 し て 、 ペ プ チ ド 類 の 溶 出
パ タ ー ン を 調 べ た と こ ろ 、 L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 の 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ
で カ ゼ イ ン を 直 接 分 解 し た ペ プ チ ド 混 合 物 を 逆 相 H PLC で 分 析 し た 場 合
の 溶 出 パ タ ー ン と 類 似 し て い た [ Ya m a m o t o  ,  1 9 9 4 ]。一 方 、風 味 調 製 を 行
わ な く て も 直 接 摂 取 可 能 な 、 嗜 好 性 に 優 れ た ヨ ー グ ル ト タ イ プ の 発 酵 乳
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開 発 を 目 標 と し て 、 L .  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 か ら 、 酸 生 成 力 の 弱 い 変 異 株
で あ る L.  h e l v e t i c u s  C PN 4 株 が 分 離 さ れ た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 6 ] 。 L.  
h e l v e t i c u s  C PN 4 株 は 、親 株 で あ る L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 よ り 乳 酸 生 成
力 が 弱 い の が 特 徴 で あ り 、 発 酵 を 乳 酸 の 生 成 量 が 少 な い 初 期 段 階 で 停 止
し て も 、 低 温 保 存 時 の 酸 度 上 昇 が 抑 制 さ れ る た め に 、 酸 味 が マ イ ル ド な
製 品 の 提 供 が 期 待 で き る 。 こ の L.  h e l v e t i c u s  C PN 4 株 を 用 い 、 発 酵 初 期
段 階 で あ る p H  4 付 近 で 停 止 さ せ て 一 般 的 な ヨ ー グ ル ト と 同 等 の 酸 味 に
改 良 し た 発 酵 乳 は 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S H R に 経 口 投 与 す る こ と
で 、 血 圧 降 下 作 用 が 確 認 さ れ た [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 6 ]。 し か し 、 本 ヨ ー グ ル
ト 様 発 酵 乳 の A C E 阻 害 活 性 は 低 く 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o は 検 出
さ れ な て い な い 。  
そ こ で 、 こ の ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 中 に 含 ま れ る 血 圧 降 下 作 用 を 示 す 有
効 成 分 は 、2 章 で 同 定 さ れ た Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 可 能 性 が 考
え ら れ た 。 し か し 、 逆 相 H PLC を 用 い て Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n
の 含 有 量 を 測 定 し た と こ ろ 、 本 ペ プ チ ド は 検 出 さ れ た も の の 、 血 圧 降 下
作 用 を 発 揮 す る た め に 必 要 な 有 効 量 は 含 ま れ て い な か っ た 。 従 っ て 、 本
ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用 に は 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n
や 、 I l e - Pr o - Pr o、 V a l - Pr o - Pr o 以 外 の 新 た な 成 分 が 関 与 し て い る 可 能 性
が 示 さ れ た 。  
本 研 究 で は 、 L.  h e l v e t i c u s   C P 7 9 0 株 か ら 派 生 し た 酸 生 成 力 の 弱 い 変
異 株 L.  h e l v e t i c u s   C PN 4 株 を 用 い 、発 酵 初 期 段 階 で あ る pH 4 付 近 で 止
め て 一 般 的 な ヨ ー グ ル ト と 同 等 の 酸 味 に 改 良 し た 発 酵 乳 か ら 、 S H R へ の
経 口 投 与 に よ る 血 圧 降 下 作 用 を 指 標 に 活 性 成 分 の 単 離 同 定 を 行 っ た 。 そ
の 結 果 、 顕 著 な 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 新 規 ペ プ チ ド Ty r - Pr o を 見 出 し た 。
ま た 、 Ty r - Pr o は A CE 阻 害 活 性 が 非 常 に 弱 い こ と か ら 、 血 圧 降 下 作 用 発
揮 に は 別 の メ カ ニ ズ ム が あ る 可 能 性 が 推 察 さ れ た 。  
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4 - 2 .  材 料 と 実 験 方 法  
 
 
4 - 2 - 1 .  試 薬 と 微 生 物  
 
 H i p p u r y l - L - h i s t i d y l - L - l e u c i n e ( H i p - H i s - Le u )、 A C E、 カ ゼ イ ン は シ グ
マ 社 か ら 購 入 し た 。 脱 脂 粉 乳 は 四 つ 葉 乳 業 製 を 使 用 し た 。 ペ プ チ ド 合 成
用 試 薬 は 島 津 製 作 所 よ り 購 入 し た 。 そ の 他 の 試 薬 は 、 特 級 以 上 の も の を
用 い た 。 発 酵 乳 作 製 に は 、 L .  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 を 親 株 と し て 分 離 し た
酸 生 成 の 弱 い 変 異 体 L.  h e l v e t i c u s  C PN 4 株 [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 6 ]を 使 用 し た 。 
 
 
4 - 2 - 2 .  発 酵 乳 ホ エ ー の 調 製  
 
L .  h e l v e t i c u s  C PN 4 株 を 、 達 温 殺 菌 し た 9 %還 元 脱 脂 粉 乳 1 0 0  m l に 接
種 し 、 3 7℃ で 培 養 し た 。 そ し て 、 p H 4 . 2 に 達 し た 時 点 で 発 酵 を 終 了 し て
冷 却 し た 。 得 ら れ た 発 酵 乳 は 、 撹 拌 均 質 化 後 に 2 0 0 0 0  ×  g で 1 0 分 間 遠 心
分 離 を 行 な い 、 培 養 上 清 (ホ エ ー )を 回 収 し た 。  
 
 
4 - 2 - 3 .  ラ ッ ト の 血 圧 測 定 方 法  
 
血 圧 測 定 に は 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S H R の 雄 を 日 本 チ ャ ー ル ズ リ
バ ー 社 よ り 購 入 し て 用 い た 。実 験 動 物 用 飼 料 は 、日 本 ク レ ア 社 製 の C E - 2
を 与 え 、 飲 用 水 と と も に 自 由 摂 取 と し た 。 飼 育 環 境 は 、 温 度 2 4  ±  1℃ 、
湿 度 5 5  ±  5 %で 、 12 時 間 の 明 暗 サ イ ク ル （ 明 期 8 : 0 0 - 2 0 : 0 0） と し た 。
血 圧 測 定 に は 、1 8～ 2 1 週 齢 、体 重 3 0 0～ 3 3 0  g の S H R を 1 群 5 匹 で 使 用
し 、飲 用 水 は 自 由 摂 取 の 状 態 で 、試 験 サ ン プ ル の 投 与 1 2 時 間 前 か ら 投 与
後 1 0 時 間 ま で 断 餌 を 行 っ た 。 S H R の 血 圧 測 定 は 、 次 の 方 法 に 従 っ て 行
っ た 。 す な わ ち 、 ペ プ チ ド 混 合 物 お よ び 、 ペ プ チ ド は 、 胃 ゾ ン デ を 用 い
て 強 制 的 に 経 口 投 与 し 、 4 5℃ で 5 分 間 保 温 し た 後 、 非 観 血 式 血 圧 測 定 装
置 (｢P E - 3 0 0｣、 ナ ル コ バ イ オ シ ス テ ム ズ )を 用 い 、 t a i l - c u f f 法 で 収 縮 期 血
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圧 値 を 求 め た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 に は 、 0 . 0 1  M リ ン 酸 を 含 む 生 理 食 塩 水
( PB S ;  p H  7 . 4 )に カ ゼ イ ン を 0 . 0 5 %に な る よ う に 添 加 し た 溶 液 ( PB S -カ ゼ
イ ン 溶 液 )を 、 試 料 群 に は PB S -カ ゼ イ ン 溶 液 に ペ プ チ ド を 溶 解 し た 液 を
投 与 し た 。 PB S に 溶 解 し た 合 成 ペ プ チ ド も 同 様 に 測 定 し た 。 コ ン ト ロ ー
ル 群 と サ ン プ ル 群 の 群 間 比 較 の た め の 統 計 解 析 は 、S t u d e n t ' s  t - t e s t を 用
い た 。 本 実 験 は 、 「 動 物 の 愛 護 及 び 管 理 に 関 す る 法 律 」 [環 境 省 ,  1 9 7 3 ]
を 遵 守 し て 実 施 し た 。  
 
 
4 - 2 - 4 .  A C E 阻 害 活 性 の 測 定 方 法  
 
A C E 阻 害 活 性 は 、 既 知 の 方 法 [ C u sh m a n ;  1 9 7 1 ]に 従 っ て 行 っ た 。 す な
わ ち 、ペ プ チ ド を 含 む 溶 液 8 0  μ l を H i p -H i s - L e u を 含 む ホ ウ 酸 緩 衝 液 ( 3 . 8  
m M H i p - H i s - L e u、 0 . 1 M  ホ ウ 酸 、 0 . 3 M  N a C 1 ;  p H  8 . 3 ) 2 0 0  μ l に 添 加 し 、
3 7℃ で 5 分 間 保 温 し た 後 に 、 2 ミ リ ユ ニ ッ ト の A C E を 添 加 し た 。さ ら に
3 7℃ で  3 0 分 間 保 温 し た 後 に 、 2 5 0  μ l の 1 規 定 H C l を 添 加 し て 酵 素 反 応
を 停 止 し た 。 1 ユ ニ ッ ト の A C E は 、 3 7℃ 、 p H 8 . 3 の 条 件 で 、 1 分 間 に
H i p - H i s - L e u か ら 1  M の ヒ プ リ ル 酸 を 遊 離 す る 活 性 で あ る と 定 義 さ れ て
い る 。 遊 離 し た ヒ プ リ ル 酸 は 、 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 後 に 12 0℃ で 乾 固
し て 溶 媒 を 除 去 し た 。溶 媒 除 去 後 に 蒸 留 水 1  m l を 加 え 、抽 出 さ れ た ヒ プ
リ ル 酸 の 2 2 8  n m に お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、こ れ を A C E 阻 害 活 性 と し た 。
A C E 阻 害 活 性 は 下 記 式 よ り 算 出 し た 。  
 
A C E 阻 害 率 ＝ ［ ( A - B)  /  ( A - C )］ × 1 0 0 ( % )  
A： 試 料 を 含 ま な い 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
B： 試 料 を 添 加 し た 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
C： 酵 素 及 び 試 料 を 添 加 し な い 場 合 の 2 2 8  n m の 吸 光 度  
A C E の 酵 素 活 性 を 50％ 阻 害 す る た め に 必 要 な 試 料 の 濃 度 ( μM )を I C 5 0
と し た 。  
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4 - 2 - 5 .  固 相 カ ラ ム お よ び 逆 相 H PLC を 使 用 し た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 精 製  
 
L .  h e l v e t i c u s  C PN 4 株  の ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 の ホ エ ー 画 分 は 、 1 0 個
の S e p - p a k  C - 1 8 カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム (ウ オ ー タ ー ズ )を 用 い て 粗 分 画 し た 。
す な わ ち 、 異 な る 濃 度 の ア セ ト ニ ト リ ル 溶 液 を 準 備 し 、 バ ッ チ 方 式 に て
溶 出 さ せ た 。 最 初 に 、 ホ エ ー 溶 液 を 1 0  ml ず つ 、 S e p - p a k  C - 1 8 カ ラ ム に
吸 着 さ せ た 後 、 0、 1 0、 1 5、 2 0、 3 0、 5 0 %ア セ ト ニ ト リ ル ( 0 .1 %ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 を 含 む )を 用 い て 段 階 的 に 溶 出 さ せ た 。 溶 出 物 は 濃 度 別 に 1 0 本
分 を ま と め 、 乾 固 さ せ て 、 6 つ の 粗 画 分 と し た 。 そ れ ら を 4 0  m l の PB S
に 溶 解 し た 後 、 S H R の 1 匹 当 た り 1  m l ず つ 経 口 投 与 し て 6 時 間 後 の 降
圧 値 を 測 定 し た 。 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た 画 分 の 残 り を 、 逆 相 カ ラ ム を
使 用 し た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ( H PLC )に よ り 分 析 し た 。 H PLC は 、 日
立 製 作 所 製 の モ デ ル L4 0 0 0、L 6 0 0 0 そ し て L6 2 0 0 を 用 い 、分 析 カ ラ ム は 、
日 本 ミ リ ポ ア 社 製 の μ - B o n d a sp h a r e  C - 1 8 カ ラ ム ( φ 3 . 9  ×  1 5 0  m m )を 使 用
し た 。溶 出 は 、流 速 1 .0  m l  /  m i n に て 、溶 液 A ( 0 . 1 %ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 - H 2 0 )
か ら 、6 0 分 後 に 4 0 %の 溶 液 B ( 0 . 1 %ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 - 1 0 0 %ア セ ト ニ ト リ
ル )に な る 直 線 濃 度 勾 配 に て 行 っ た (溶 出 条 件 1 )。ペ プ チ ド の 検 出 は 、 2 1 5  
n m で 行 っ た 。 最 も 血 圧 降 下 作 用 の 高 か っ た 画 分 は 、 再 度 、 逆 相 H PLC
で 分 画 し た 。 溶 出 は 、 流 速 1 . 0  m l  /  m l に て 、 上 述 の 溶 液 A と B を 用 い
て 、 ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 を 5％ か ら 開 始 し 、 6 0 分 後 に 2 0 %に な る 穏 や か
な 濃 度 勾 配 の 条 件 で 実 施 し た (溶 出 条 件 2)。  
 
 
4 - 2 - 6 .  血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 定 量 分 析  
 
本 ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 に 含 ま れ る Ty r - Pr o ペ プ チ ド は 、 逆 相 カ ラ ム を
使 用 し た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ( H PLC )に よ り 分 析 し た 。分 析 カ ラ ム は 、
μ - B o n d a sp h a r e  C - 1 8 (日 本 ミ リ ポ ア )を 用 い て 、 1 0 0  μ l の ホ エ ー サ ン プ ル
を 分 析 し た 。 逆 相 H PL C の 分 析 に お け る 溶 出 条 件 は 、 ア セ ト ニ ト リ ル 濃
度 を 5 %か ら 始 め て 6 0 分 後 に 2 0 %に な る 緩 や か な 濃 度 勾 配 (溶 出 条 件 2 )
の 条 件 で 実 施 し た 。 ペ プ チ ド の 定 量 は 、 合 成 し た Ty r - Pr o ペ プ チ ド を ス
タ ン ダ ー ド と し て 検 量 線 を 作 成 す る こ と で 実 施 し た 。  
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4 - 2 - 7 .  血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 同 定 と 化 学 合 成  
 
 精 製 し た ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 タ ン パ ク 質 一 次 構 造 分 析 装
置 P P S Q - 1 0 (島 津 製 作 所 )を 使 用 し て 行 っ た 。 ペ プ チ ド の 化 学 合 成 は 、 ペ
プ チ ド 合 成 機 PPS M - 8 (島 津 製 作 所 )を 使 用 し て 行 っ た 。す な わ ち 、固 相 担
体 と し て ベ ン ジ ル オ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル タ イ プ の ポ リ ス チ レ ン 樹 脂
を 用 い 、 ア ミ ノ 基 を フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 基 ( Fm o c )で 保 護 さ
れ た プ ロ リ ン が 結 合 し た 樹 脂 2 0  μ m o l を 使 用 し た 。 目 的 の ア ミ ノ 酸 配 列
に 従 っ て 、 ア ミ ノ 基 が Fm o c 基 で 保 護 さ れ た Fm o c -チ ロ シ ン を 1 0 0  μ m o l
反 応 さ せ て ペ プ チ ド 結 合 樹 脂 を 得 た 。 次 に こ の ペ プ チ ド 結 合 樹 脂 を 1  m l
の 反 応 液 ( 1％ エ タ ン ジ チ オ ー ル 、5％ ア ニ ソ ー ル を 含 む ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 )
に 懸 濁 し 、 室 温 で 2 時 間 反 応 さ せ て ペ プ チ ド を 樹 脂 か ら 切 り 離 し 、 同 時
に 側 鎖 保 護 基 を 外 し た 。 次 に 反 応 混 合 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た
後 、無 水 エ ー テ ル 1 0  ｍ l を 加 え て 、生 成 し た ペ プ チ ド を 沈 澱 さ せ 、 3 0 0 0
回 転 、5 分 間 遠 心 し て 分 離 し た 。そ の 沈 澱 を 無 水 エ ー テ ル に て 数 回 洗 浄 し
た 後 、 窒 素 ガ ス を 吹 き 付 け て 乾 燥 し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 未 精 製
の 合 成 ペ プ チ ド を 0 .1 規 定 の H C l 水 溶 液 2  m l に 溶 解 し た 。そ の 後 に 全 量
を C 1 8 の 逆 相 カ ラ ム を 用 い た H PLC を 用 い て 前 節 の 溶 出 条 件 1 の 条 件 で
精 製 し た 。  
精 製 し た ペ プ チ ド は 、さ ら に 、6 規 定 の HC l で 2 0 時 間 加 水 分 解 し た あ
と に ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 装 置 (型 式 8 0 0 シ リ ー ズ 、 日 本 分 光 )で 分 析 し て 、
設 計 通 り の ア ミ ノ 酸 組 成 で あ る か ど う か を 確 認 し た 。  
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4 - 3 .  結 果  
 
 
4 - 3 - 1 .  発 酵 乳 ホ エ ー か ら の 血 圧 降 下 フ ラ ク シ ョ ン の 限 定  
 
 血 圧 降 下 ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 、 1 2 0  m l の ヨ ー グ ル ト 様 ペ プ チ ド
を 、 S e p -p a c k カ ー ト リ ジ カ ラ ム を 用 い て 、 6 つ の フ ラ ク シ ョ ン に 分 け 、
乾 燥 後 に そ れ ぞ れ 4 0  m l ず つ PB S に 溶 解 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の フ ラ ク シ ョ
ン を 1 匹 の S H R に 対 し て 1  m l ず つ 経 口 投 与 し て 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と の
血 圧 降 下 値 を 比 較 し た と こ ろ 、 フ ラ ク シ ョ ン 1 と 2、 お よ び 5 に 有 意 な
血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た (表 4 - 1 )。 特 に 、 フ ラ ク シ ョ ン 2 (投 与 量 は 1  m l  /  
匹 )は 、分 画 前 の ホ エ ー (投 与 量 は 3  m l  /  匹 で 、フ ラ ク シ ョ ン 2 の 溶 液 1  m l
に 相 当 す る )の 血 圧 降 下 値 と 同 様 の 値 を 得 た 。続 い て 、逆 相 - H PLC を 用 い
て 、フ ラ ク シ ョ ン 2 の 残 り を さ ら に 4 つ の フ ラ ク シ ョ ン に 再 分 画 し た  (図
4 - 1 - A )。  
 分 取 し た そ れ ぞ れ の フ ラ ク シ ョ ン を 乾 燥 後 に 3 5  m l の PB S に 溶 解 さ せ 、
1  m l ず つ S H R に 投 与 し て 血 圧 降 下 作 用 を 評 価 し た 。そ の 結 果 、コ ン ト ロ
ー ル 群 と 比 較 し て 、 フ ラ ク シ ョ ン 2 - 1､2 -2 に 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら
れ た (図 4 - 1 - B )。次 に 、最 も 強 い 降 圧 作 用 が 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン 2 - 2 の
サ ン プ ル の 残 り を 用 い て 、 溶 出 条 件 2 と 同 様 の 条 件 で 逆 相 HPLC を 用 い
て 分 画 し 、 5 つ の 主 要 ピ ー ク を 得 た (図 4- 2 - A )。 そ し て 各 ピ ー ク を 分 取 後
に 3 0  m l の PB S に 溶 解 さ せ 、 1  m l ず つ SH R に 投 与 し て 血 圧 降 下 作 用 を
測 定 し た (図 4 - 2 - B )。  
 そ の 結 果 、コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、フ ラ ク シ ョ ン 2 - 2 - 2 と 2 - 2 - 3 に
有 意 な 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ た (図 4 - 2 - B )。 特 に 、 フ ラ ク シ ョ ン 2 - 2 - 3 の
血 圧 降 下 値 は 、 S e p -Pa k カ ー ト リ ッ ジ に よ る 分 画 前 の Pr e f r a c t i o n a t e d
フ ラ ク シ ョ ン の 血 圧 降 下 値 （ 表 4 - 1） と ほ ぼ 同 様 の 値 で あ っ た 。  
 
4 - 3 - 2 .  血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 同 定 と A C E 阻 害 活 性  
 
 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た フ ラ ク シ ョ ン 2 - 2 - 2 に 含 ま れ る 血 圧 降 下 ペ プ チ
ド を 同 定 す る た め に 、 逆 相 H PLC で 精 製 し た ( 4 - 2 - 5 節 に 記 載 の 溶 出 条 件
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2 を 使 用 )。 画 分 2 - 2 -2 か ら 精 製 し た ペ プ チ ド を 、 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 お
よ び 、 ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 に よ り 同 定 し た 。 そ の 結 果 、 本 ペ プ チ ド の 配 列
は Ty r - Pr o で 、 ア ミ ノ 酸 組 成 は 、 Ty r  :  Pr o  ＝  1  ： 0 . 9 8 で あ っ た 。 こ の
配 列 は 、 α s 1 カ ゼ イ ン ( 1 4 6 - 1 4 7 )、 β カ ゼ イ ン ( 1 1 4 - 1 1 5 )、 そ し て κ カ ゼ イ
ン ( 5 8 - 5 9 )か ら 見 つ か っ た 。 こ の Ty r - Pro ペ プ チ ド は 、 こ れ ま で の A C E
阻 害 ペ プ チ ド で 報 告 さ れ て い る 阻 害 活 性 と 比 較 す る と 弱 か っ た ( I C 5 0  = 
7 2 0  μ M )。  
 
 
4 - 3 - 3 .  S H R に 経 口 投 与 し た と き の 血 圧 降 下 作 用  
 
Ty r - Pr o ペ プ チ ド の 血 圧 降 下 作 用 の 経 時 変 化 を 調 べ た 。す な わ ち 、合 成
し た ペ プ チ ド Ty r - Pr o を S H R の 体 重 1  k g あ た り 1 . 0  m g を 経 口 投 与 し て 、
投 与 後 0、 2、 4、 6、 8 そ し て 、 2 4 時 間 後 の 血 圧 降 下 値 を 測 定 し た 。 そ の
結 果 、コ ン ト ー ル 群 は 、2 4 時 間 に 渡 り 血 圧 値 の 変 化 は 得 ら れ な か っ た が 、
Ty r - Pr o を 投 与 し た 群 は 、 コ ン ト ー ル 群 と 比 較 し て 投 与 後 4、 6、 8 時 間
後 に 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た (そ れ ぞ れ の 降 圧 値 は - 2 3 . 2  ±  6 . 7、 - 2 7 .  
4 ±  7 . 1、 - 1 9 . 4  ±  2 . 9  m m H g )。 そ の 後 、 緩 や か に 血 圧 が 元 に 戻 り 始 め 、 投
与 2 4 時 間 後 に は 有 意 な 差 は 得 ら れ な か っ た ( - 4 . 8  ±  4 . 8  m m H g )  
次 に 、 合 成 し た ペ プ チ ド Ty r - Pr o を S H R に 様 々 な 量 で 経 口 投 与 し 、 6
時 間 後 の 血 圧 降 下 作 用 を 比 較 し た (図 4 - 3 )。Ty r - Pr o ペ プ チ ド は 、S H R の
体 重 1  k g あ た り 、 0 .1、 0 . 3、 1 . 0、 3 . 0、 1 0 . 0  m g を 投 与 し 、 投 与 前 の 収
縮 期 血 圧 値 か ら の 降 下 値 を 計 測 し た 。 そ の 結 果 、 Ty r - Pr o を S H R の 体 重
1  k g あ た り 、 0 . 1 か ら 1 0  m g の 投 与 で 、 有 意 な 降 圧 作 用 が 得 ら れ た 。  
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4 - 3 - 4 .  発 酵 中 の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 生 成 量  
   
 Ty r - Pr o は 、 逆 相 H P LC を 用 い て 、 前 節 4 - 2 - 5 .の 条 件 2 で 分 析 す る と
1 9 . 5 分 に 溶 出 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 Tyr - Pr o の 含 有 量 は 、 そ の ピ ー ク
の 高 さ を 計 測 す る こ と で 定 量 し た 。 L.  he l v e t i c u s  N 4 株 の 発 酵 乳 に お い
て は 、Ty r - Pr o 生 成 量 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。そ の 結 果 、発 酵 が 進 む に つ
れ て 、 p H が 低 下 し 、 か つ Ty r - Pr o の 生 成 量 も 増 加 し た (図 4 - 4 )。 発 酵 1 0
時 間 後 の Ty r - P r o 含 有 量 は 、 約 1 0  μ g  /  m l で あ り 、 p H  4 . 3 で 発 酵 を 停 止
さ せ た ヨ ー グ ル ト 状 態 の 発 酵 乳 ホ エ ー で の 含 有 量 は 約 8 . 1  μ g  /  m l で あ っ
た 。  
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表 4 - 1  S e p - Pa k カ ー ト リ ッ ジ に よ る 分 画 物 の 血 圧 降 下 活 性  
Fraction
CH3CN(%) （mmHg ± SEM）
Prefractionated -29.6 ± 9.5 ***
1 0 -9.6 ± 5.7 *
2 0-10 -22.3 ± 3.2 ***
3 10-15 -8.1 ± 2.6
4 15-20 1.0 ± 6.3
5 20-30 -8.8 ± 8.5 *
6 30-50 -7.6 ± 5.3
Control 1.9 ± 8.1
1Mean of five determinations.
 Different from the control （* p  < 0.05;  ***p  ＜ 0.001）
Systolic blood pressure1Concentration of
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図 4 - 1 ヨ ー グ ル ト ホ エ ー か ら の 血 圧 降 下 フ ラ ク シ ョ ン の 限 定  
   A )逆 相 H PLC で の 溶 出 パ タ ー ン  
    フ ラ ク シ ョ ン 2 を 4 つ の フ ラ ク シ ョ ン に 分 け た 。  
   B )サ ブ フ ラ ク シ ョ ン の 血 圧 降 下 作 用  
    各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示 し た 。サ
ブ フ ラ ク シ ョ ン 2 - 1、 2 - 2 投 与 群 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て
有 意 な 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た ( * *p  <  0 . 0 1 ; * * *p  <  0 . 0 0 1 )。  
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図 4 - 2  活 性 フ ラ ク シ ョ ン か ら の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 精 製  
   A )逆 相 H PLC で の 溶 出 パ タ ー ン  
    活 性 フ ラ ク シ ョ ン 2 を 5 つ の サ ブ フ ラ ク シ ョ ン に 分 け た 。  
   B )各 サ ブ フ ラ ク シ ョ ン の 血 圧 降 下 作 用  
各 値 は 、 5 匹 の S H R の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値  ±  S E M で 示 し た 。 サ
ブ フ ラ ク シ ョ ン 2 - 2 -2 お よ び 2 - 2 - 3 投 与 群 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と
比 較 し て 有 意 な 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た  
(* *p  <  0 . 0 1 ; * * *p  <  0 . 0 0 1 )。  
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図 4 - 3  血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 投 与 量 と 血 圧 降 下 値 の 関 係  
  ペ プ チ ド Ty r - Pr o を 、S H R に 経 口 投 与 し 、6 時 間 後 の 血 圧 降 下 値 を 測
定 し た 。 各 値 は 、 5 匹 の 血 圧 降 下 値 の 平 均 値 ± S E M で 示 し た 。 コ ン ト ロ
ー ル 群 ( ○ )は 、0 . 0 5 %の カ ゼ イ ン を 含 む PB S を 投 与 し 、ペ プ チ ド 群 ( ● )は 、
S H R の 体 重 1  k g あ た り 0 . 1～ 1 0  m g の Ty r - Pr o を 投 与 し た 。そ の 結 果 、
コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 、 0 . 1 か ら 1 0 . 0  m g 投 与 に て 、 有 意 な 血 圧 降
下 作 用 を 示 し た (*p  <  0 . 0 5 ;   * * *p  <  0 . 0 0 1 )。  
(特 許 第 3 3 6 4 5 7 9 号 で 使 用 済 )  
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図 4 - 4  L . h e l v e t i c u s  C PN 4 株 に お け る 、 発 酵 段 階 別 の Ty r - Pr o ( ● )の 生 成
量 と 、 p H 低 下 ( ○ )の 経 時 変 化
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4 - 4 .  考 察  
 
 こ の 研 究 に お い て 、 今 ま で 不 明 で あ っ た 、 L.  h e l v e t i c u s  C PN 4株 の ヨ ー
グ ル ト 様 発 酵 乳 に 含 ま れ る 血 圧 降 下 作 用 を 示 す 主 要 な 成 分 が 、 ペ プ チ ド
Ty r - Pr oで あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。Ty r - Pr oは 、す で に 酒 や 酒 か す か ら
血 圧 降 下 ペ プ チ ド と し て 報 告 さ れ て い る  [ S a i t o ,  1 9 9 4 ]  が 、 発 酵 乳 か ら の
分 離 は 、 今 回 が 初 め て で あ る 。 そ こ で 、 Ty r - Pr oに つ い て 詳 細 な 血 圧 降 下
作 用 を 調 べ た 。  
L .  h e l v e t i c u s  C PN 4株 の ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 の ホ エ ー (ホ エ ー )は 、 1匹 の
S H Rあ た り 3  m l投 与 す る こ と で 、 強 い 血 圧 降 下 作 用 ( - 2 9 . 6  ±  9 . 5  m m H g )を
示 し た  (表 4 - 1 )。 ホ エ ー 3  m lを S H Rに 経 口 投 与 し た と き に 得 ら れ る 血 圧 降
下 作 用 は 、 Ty r - Pr oペ プ チ ド の 定 量 値 か ら 推 察 す る と 、 Ty r - Pr oペ プ チ ド を
S H Rの 体 重 1  k gあ た り 0 . 1  m g経 口 投 与 し た 時 の 血 圧 降 下 作 用 に 相 当 す る と
考 え ら れ た 。 し か し 、 S H Rの 体 重 1  k gあ た り 0 . 1  m gの Ty r - Pr oペ プ チ ド を
経 口 投 与 し た と き の 血 圧 降 下 作 用 は - 1 0 . 5  m m H gで あ り 、 3  m lの ホ エ ー を
S H Rに 投 与 し た と き の 血 圧 降 下 作 用 ( - 2 9 . 6  m m H g )と 比 較 す る と 弱 い こ と
が 明 ら か に な っ た (図 4 - 4 )。 本 研 究 に お い て 、 Ty r - Pr oペ プ チ ド は 、 フ ラ ク
シ ョ ン 2 - 2 - 2か ら 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る 主 要 ペ プ チ ド と し て 見 出 さ れ た 。
し か し 、 そ の 他 の フ ラ ク シ ョ ン に お い て も 、 S H Rへ の 経 口 投 与 で 有 意 な 血
圧 降 下 作 用 が 示 さ れ て い る こ と か ら 、 そ れ ら の 中 に も 、 他 の マ イ ナ ー な 血
圧 降 下 ペ プ チ ド (群 )が 存 在 す る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た 。  
 以 前 の 研 究 に お い て 、 L.  h e l v e t i c u s を 主 要 菌 と し て 含 む ス タ ー タ ー を
利 用 し て 2 4 時 間 発 酵 し た 発 酵 乳 か ら 、 2 種 類 の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド
V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o が 分 離 さ れ て い る [N a k a m u r a ,  1 9 9 5 a ]。 こ れ
ら ペ プ チ ド は 、非 常 に 強 い A C E 阻 害 活 性 を 持 ち 、発 酵 中 に 生 成 さ れ て く
る こ と が 判 っ て い る 。 し か し 、 本 研 究 で 用 い た ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 ( pH 
4 . 3 付 近 ) は 、 A C E 阻 害 活 性 は ほ と ん ど 確 認 さ れ な か っ た こ と か ら 、
I l e - Pr o - Pr o や V a l - Pr o - Pr o の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド は 含 ま れ な い こ と が 示 さ
れ た 。   
I l e - Pr o - Pr o や V a l - P r o - Pr o の 配 列 は 、 牛 乳 カ ゼ イ ン 中 に お い て 、 3 箇
所 に 存 在 す る 。 す な わ ち 、 β カ ゼ イ ン の 7 4 - 7 6 番 目 と 8 4－ 8 6 番 目 、 κ カ
ゼ イ ン の 1 0 8 - 1 1 0 番 目 で あ る 。 一 方 、 Tyr - Pr o の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 カ ゼ
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イ ン の C 末 端 付 近 に 位 置 す る ( α s 1 カ ゼ イ ン ( 1 4 6 - 1 4 7、1 5 9 - 1 6 0 )、β カ ゼ イ
ン ( 1 1 4 - 1 1 5 )、 そ し て κ カ ゼ イ ン ( 5 8 - 5 9 ) )。 L .  h e l v e t i c u s   C P7 9 0 株 の プ
ロ テ ア ー ゼ は 、 カ ゼ イ ン の C 末 端 付 近 を 好 ん で 分 解 す る こ と が 判 っ て い
る [ Ya m a m o t o ,  1 9 9 7 ]こ と か ら 、 Ty r - Pr o ペ プ チ ド は 、 ヨ ー グ ル ト 様 状 態
の 発 酵 初 期 に お い て 、L .  h e l v e t i c u s の タ ン パ ク 質 分 解 シ ス テ ム に よ っ て 、
容 易 に 遊 離 し て く る と 考 え ら れ た 。  
多 く の A C E 阻 害 ペ プ チ ド は 、乳 タ ン パ ク 質 [ K a r a k i ,  1 9 9 0； Ma r u y a m a ,  
1 9 8 7 a ,  1 9 8 7 b ,  1 9 8 5 ]を は じ め 、 ト ウ モ ロ コ シ [ Ma r u y a m a ,  1 9 8 9 ]、 鰹 節
[ Ma t su m u r a ,  1 9 9 3 ;  Yo k o y a m a ,  1 9 9 2 ]な ど 様 々 な 食 品 タ ン パ ク 質 か ら 見
出 さ れ て い る 。し か し 、ペ プ チ ド の A C E 阻 害 活 性 と 、S H R に お け る 血 圧
降 下 作 用 は 、 必 ず し も 相 関 し な い 。 Ty r -Pr o ペ プ チ ド の A C E 阻 害 活 性
( I C 5 0 )は 、 7 2 0  μ M で あ り 、 報 告 済 み の V al - Pr o - Pr o ( I C 5 0  ＝ 9  μ M )と
I l e - Pr o - Pr o ( I C 5 0  ＝ 5  μ M )と 比 較 し て も 、そ の 阻 害 活 性 は 非 常 に 弱 い 。 し
か し 、 S H R へ の 経 口 投 与 試 験 に お い て 、 Ty r - Pr o は 、 作 用 メ カ ニ ズ ム は
不 明 で あ る が 、 A C E 阻 害 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド で あ る 、 V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o お よ び 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o と 比 較 し て 、 ほ ぼ 同 様 な
強 い 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 し た 。 A C E 阻 害 以 外 の 血 圧 降 下 メ カ ニ ズ ム と し
て は 、 γ -ア ミ ノ 酪 酢 酸 ( G A B A )の よ う に 腸 管 か ら 吸 収 さ れ て 交 感 神 経 を 抑
制 す る こ と で 血 圧 低 下 作 用 を 示 す 例 が 知 ら れ て い る [ Fu j i m u ra ,  1 9 9 9 ]。
Ty r - Pr o に お い て は 、別 の 研 究 に お い て 、ラ ッ ト へ の 経 口 投 与 で 交 感 神 経
系 の 抑 制 作 用 が 見 出 さ れ て い る が [内 田 ,  20 1 2 ]、血 圧 降 下 作 用 と の 関 係 は
不 明 で あ る 。 ま た 、 イ ワ シ タ ン パ ク 質 由 来 の V a r - Ty r は 、 血 圧 降 下 作 用
を 持 つ A C E 阻 害 ペ プ チ ド ( I C 5 0  =  2 6 . 0  μ M )と し て 見 出 さ れ た が 、 そ れ 以
外 の 作 用 メ カ ニ ズ ム と し て 、 L 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル を ブ ロ ッ ク す る こ
と に よ り 、 細 胞 外 か ら の カ ル シ ウ ム 流 入 を 抑 制 す る 作 用 が あ る こ と が 明
ら か に な っ た [ Ma t su i ,  2 0 0 5 ]。こ の 研 究 成 果 は 、血 圧 降 下 作 用 を 持 つ ペ プ
チ ド が 、 複 数 の 作 用 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 、 効 果 を 発 揮 し て い る 可 能 性 を
示 唆 す る も の で あ る 。従 っ て 、Ty r - Pr o に お い て も 、複 数 の 作 用 メ カ ニ ズ
ム を 想 定 し て 作 用 機 序 を 詳 細 に 調 べ る こ と が 、 今 後 の Ty r - Pr o の 血 圧 降
下 メ カ ニ ズ ム 解 明 に 重 要 で あ る と 考 え る 。 ま た 近 年 は 、 本 研 究 の よ う な
対 照 群 と 複 数 サ ン プ ル 群 の 差 を 検 出 す る 最 適 な 統 計 方 法 と し て 、 分 散 分
析 後 に 、 D u n n e t t 検 定 な ど の 多 重 比 較 検 定 が 推 奨 さ れ て い る 。 今 後 の 研
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究 に は 、 実 験 精 度 の 向 上 に 加 え て 、 よ り 最 適 な 統 計 手 法 を 選 定 し て い く
必 要 が あ る と 考 え る 。  
 L .  h e l v e t i c u s を 含 む ス タ ー タ ー で 2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 に つ い て 、
高 血 圧 患 者 に 対 す る 飲 用 試 験 が 行 わ れ た [H a t a ,  1 9 9 6 ]。そ の 結 果 、高 血 圧
患 者 が こ の 発 酵 乳 を １ 日 あ た り 9 5  m l ず つ 8 週 間 飲 用 す る こ と で 、 血 圧
値 が 有 意 に 低 下 ( - 1 4 . 1  ±  3 . 1  m m H g ) し た 。 S H R に お い て は 、 こ の L.  
h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 1 匹 あ た り 5  m l の 投 与 で 収 縮 期 血 圧 が - 2 5  m m H g 低
下 し た が 、本 研 究 で も こ の ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 を S H R に 1 匹 あ た り 3  m l
投 与 す る こ と で 、 - 2 9 . 6  ±  9 . 5  m m H g 低 下 し た 。 し た が っ て 、 本 ヨ ー グ ル
ト 様 発 酵 乳 は 、 動 物 実 験 レ ベ ル で は 、 ほ ぼ 同 レ ベ ル の 血 圧 降 下 作 用 を 示
す こ と が 示 さ れ た 。 そ こ で 、 高 血 圧 患 者 お よ び 、 高 血 圧 予 防 に 向 け た 機
能 性 食 品 と し て の 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ 、 今 後 の ヒ ト で の 検 証 が
期 待 さ れ る 。  
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1 9 7 5 ;  3 6 :  2 4 7 - 2 5 5 .  
Fu j i t a ,  H . ,  Yo sh i k a w a ,  M.  LK PN M:  a  p r o d  r u g - t y p e  A C E - i n h i b i t o r y  
p e p t i d e  d e r i v e d  f r om  f i sh  p r o t e i n .  I m m u n o p h a r m a c o l o g y  1 9 9 9 ;  4 4 :  
1 2 3 - 1 2 7 .  
Fu j i m u r a ,  S . ,  S h i m a k a g e ,  H . ,  Ta n i o k a , H . ,  Yo sh i d a ,  M . ,  S u z u k i - K u sa b a ,  
M . ,  H i s a ,  H . ,  S a t o h ,  S .  E f f e c t s  o f  G A B A  o n  n o r a d r e n a l i n e  r e l e a se  
a n d  v a so c o n s t r i c t i o n  i n d u c e d  b y  r e na l  n e r v e  s t i m u l a t i o n  i n  
i s o l a t e d  p e r f u se d  r a t  k i d n e y .  B r  J  Ph a r m a c o l .  1 9 9 9 ;  1 2 7 :  1 0 9 – 1 1 4 .  
H a t a ,  Y . ,  Ya m a m o t o ,  M . ,  O h n i  , M . ,  N a k a j i m a ,  K . ,  N a k a m u r a ,  Y . ,  
Ta k a n o ,  T .  A  p l a c e b o - c o n t r o l l e d  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t  o f  s o u r  m i l k  o n  
b l o o d  p r e ssu r e  i n  h y p e r t e n s i v e  su b j e c t s .  A m .  J .  C l i n .  N u t r .  1 9 9 6 ;  
6 4 :  7 6 7 – 7 7 1 .  
K a r a k i ,  H . ,  D o i ,  K . ,  S u g a n o ,  S . ,  U c h i w a ,  H . ,  S u g a i ,  R . ,  Mu r a k a m i ,  U . ,  
Ta k e m o t o ,  S .  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  t r y p t i c  h y d r o l y sa t e  o f  m i l k  
c a se i n  i n  sp o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  r a t s .  C o m p .  B i o c h e m .  Ph y s i o l .  
1 9 9 0 ;  9 6 :  3 6 7 - 3 7 1 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  Mi t a c h i ,  H . ,  A w a y a ,  J . ,  S u z u k i ,  H .  A n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z ym e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e  C - t e r m i n a l  
h e x a p e p t i d e  o f  α s1 - c a se i n .  A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 7 a ;  5 1 :  2 5 5 7 - 2 5 6 1 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  Mi t a c h i ,  H . ,  Ta n a k a ,  H . ,  To m i z u k a ,  N . ,  S u z u k i ,  H .  
S t u d i e s  o n  t h e  a c t i v e  s i t e  a n d  a n t i h y p e r t e n s i v e  a c t i v i t y  o f  
a n g i o t e n s i n  I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r s  d e r i v e d  f r o m  c a se i n .  
A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 7 b ;  5 1 :  1 5 8 1 - 1 5 8 6 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  M i y o sh i ,  S . ,  K a n e k o ,  T . ,  Ta n a k a ,  H .  A n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t i e s  o f  sy n t h e t i c  p e p t i d e s  
 90 
r e l a t e d  t o  t h e  t a n d e m  r e p e a t e d  se q u e n c e  o f  a  m a i z e  e n d o sp e r m  
p r o t e i n .  A g r i c .  B i o l .  C h e m .  1 9 8 9 ;  5 3 :  1 0 7 7 - 1 0 8 1 .  
Ma r u y a m a ,  S . ,  N a k a g o m e ,  K . ,  To m i z u k a ,  N . ,  S u z u k i ,  H .  A n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z ym e  i n h i b i t o r  d e r i v e d  f r o m  a n  en z y m a t i c  
h y d r o l y sa t e  o f  c a se i n .  1 1 .  I s o l a t i o n  a n d  b r a d y k i n i n - p o t e n t i a t i n g  
a c t i v i t y  o n  t h e  u t e r u s  a n d  t h e  i l e u m  o f  r a t s .  A g r i c .  B i o l .  C h e m .  
1 9 8 5 ;  4 9 :  1 4 0 5 - 1 4 0 9 .  
Ma t su i ,  T . ,  U e n o ,  T . ,  Ta n a k a ,  M . ,  O k a ,  H . ,  Mi y a m o t o ,  T . ,  O sa j i m a ,  K . ,  
Ma t su m o t o ,  K .  A n t i p r o l i f e r a t i v e  A c t i o n  o f  a n  A n g i o t e n s i n  
I - C o n v e r t i n g  E n z y m e  I n h i b i t o r y  Pe p t i d e ,  V a l - Ty r ,  v i a  a n  L - Ty p e  
C a 2 +  C h a n n e l  I n h i b i t i o n  i n  C u l t u r e d  V a sc u l a r  S m o o t h  Mu sc l e  
C e l l s .  H y p e r t e n s i o n  R e se a r c h  2 0 0 5 ;  2 8 :  5 4 5 – 5 5 2 .  
Ma t su m u r a ,  N . ,  F u j i i ,  M . ,  Ta k e d a ,  Y . ,  S u g i t a ,  K . ,  S h i m i z u .  T .  
A n g i o t e n s i n  I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r y  p e p t i d e  d e r i v ed  f r o m 
b o n i t o  b o w e l s  a u t o l y sa t e .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  1 9 9 3 ;  5 7 :  
6 9 5 - 6 9 7 .  
N a k a m u r a ,  Y . ,  Ya m a m o t o .  N . ,  S a k a i ,  K . ,  O k u b o ,  A . ,  Y a m a z a k i ,  S . ,  
Ta k a n o  T .  Pu r i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n g i o t e n s i n  
I - c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r s  f r o m  so u r  m i l k .  J .  D a i r y  S c i .  
1 9 9 5 a ;  7 8 :  7 7 7 – 7 8 3 .  
N a k a m u r a  Y ,  Ya m a m o t o  N ,  S a k a i  K ,  Ta k a n o  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  
e f f e c t  o f  s o u r  m i l k  a n d  p e p t i d e s  i s o l a t e d  f r o m  i t  t h a t  a r e  i n h i b i t o r s  
t o  a n g i o t e n s i n  I - c o n v e r t i n g  e n z y m e .  J .  D a i r y .  S c i .  1 9 9 5 b ;  7 8 :  
1 2 5 3 – 1 2 5 7 .  
S a i t o ,  Y . ,  Wa n e z a k i ,  K . ,  K a w a t o ,  A . ,  I m a y a su ,  S .  S t r u c t u r e  a n d  
a c t i v i t y  o f  a n g i o t e n s i n  I  c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n h i b i t o r y  p e p t i d e s  
f r o m  sa k e  a n d  sa k e  l e e s .  B i o s c i .  B i o t e c h .  B i o c h e m .  1 9 9 4 ;  5 8 :  
1 7 6 7 – 1 7 7 1 .  
S k e g g s ,  L T . ,  K a h n  J E . ,  S h u m w a y ,  N P .  T h e  p r e p a r a t i o n  a n d  f u n c t i o n  o f  
t h e  a n g i o t e n s i n - c o n v e r t i n g  e n z y m e .  J .  E x p .  Me d .  1 9 5 6 ;  1 0 3 :  
2 9 5 – 2 9 9 .  
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Ya m a m o t o ,  N . ,  A k i n o ,  A . ,  T a k a n o ,  T .  Pu r i f i c a t i o n  a n d  sp e c i f i c i t y  o f  a  
c e l l - w a l l - a sso c i a t e d  p r o t e i n a se  f r o m  La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  
C P7 9 0 .  J .  B i o c h e m .  1 9 9 3 ;  1 1 4 :  7 4 0 - 7 4 5 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  A k i n o ,  A . ,  Ta k a n o  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  
d i f f e r e n t  k i n d s  o f  f e r m e n t e d  m i l k  i n  s p o n t a n e o u s l y  h y p e r t e n s i v e  
r a t s .  B i o s c i .  B i o t e c h .  B i o c h e m .  1 9 9 4 a ;  5 8 :  7 7 6 - 7 7 8 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  A k i n o ,  A . ,  Ta k a n o ,  T .  A n t i h y p e r t e n s i v e  e f f e c t  o f  t h e  
p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  c a se i n  b y  a n  e x t r a c e l l u l a r  p r o t e i n a se  f r o m  
La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 .  J .  D a i r y  S c i .  1 9 9 4 b ;  7 7 :  9 1 7 - 9 2 2 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  Ma s u j i m a ,  Y . ,  Ta k a n o ,  T .  R e d u c t i o n  o f  m e m b r a n e - 
b o u n d  A T Pa se  a c t i v i t y  i n  a  La c t o b a c i l l u s  h e l v e t i c u s  s t r a i n  w i t h  
s l o w e r  g r o w t h  a t  l o w  p H .  F E M S  Mi c r o b i o l .  Le t t .  1 9 9 6 ;  1 3 8 :  
1 7 9 – 1 8 4 .  
Ya m a m o t o ,  N . ,  A n t i h y p e r t e n s i v e  p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  f o o d  p r o t e i n s .  
B i o p o l y m e r s .  1 9 9 7 ;  4 3 :  1 2 9 - 1 3 4 .  
内 田 直 人 , 大 澤 一 仁 , 大 木 浩 司 , 中 村 康 則 , 永 井 克 也 .  La c t o b a c i l l u s  
h e l v e t i c u s 発 酵 乳 由 来 ジ ペ プ チ ド Ty r - Pr o の 抗 不 安 作 用 .  日 本 食 品 科
学 工 学 会 第 5 9 回 大 会  講 演 集 .  2 0 1 2 ;  1 6 4 .  
環 境 省  動 物 の 愛 護 及 び 管 理 に 関 す る 法 律 .  1 9 7 3 .  
   h t t p : / / l a w . e - g o v . g o . j p / h t m l d a t a / S 4 8 / S 4 8 H O 1 0 5 . h t m l  
   ( a c c e sse d  1 . 4 . 2 0 1 4 )  
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第 5 章  L .  h e l v e t i c us 発 酵 乳 の 安 全 性 評 価  
 
 
5 - 1 .  緒 言  
 
人 類 に よ る 発 酵 乳 利 用 の 歴 史 は 古 く 、そ の 始 ま り は 紀 元 前 5 0 0 0 年 頃 と
い わ れ て い る 。 発 酵 乳 が 生 ま れ た き っ か け は 、 乳 を 木 桶 や 皮 袋 の 容 器 に
入 れ て 保 存 し た 際 に 、 そ れ ら の 容 器 に 付 着 し て い た 乳 酸 菌 の 自 然 発 酵 で
生 じ た と 考 え ら れ て い る [森 ,  2 0 0 7 ]。 乳 酸 菌 は 、 乳 酸 を 生 成 す る た め に 、
乳 の p H を 低 下 さ せ 、腐 敗 菌 の 増 殖 を 抑 え る こ と で 、貴 重 な 食 料 で あ る 乳
の 保 存 性 を 高 め る こ と が で き る 。 さ ら に 、 発 酵 に よ り 独 特 の 風 味 が 付 与
さ れ る こ と で 、 嗜 好 性 も 向 上 し 、 牧 畜 文 化 の 広 が り と と も に 世 界 中 に 広
が っ て い っ た [久 住 ,  2 0 1 3 ]。  
発 酵 乳 の 生 理 機 能 が 注 目 さ れ た の は 、2 0 世 紀 初 頭 に な っ て か ら で あ る 。
ロ シ ア 出 身 の 免 疫 学 者 で あ る パ ス ツ ー ル 研 究 所 の メ チ ニ コ フ
( 1 8 4 5 - 1 9 1 6 )が 、 自 身 の 著 書 “ Th e  p r o l o n g at i o n  o f  l i f e ”の な か で 、 発 酵 乳
摂 取 が 健 康 に 良 い こ と が 提 唱 さ れ [ Me c h n i k o f f ,  1 9 0 8 ]、以 降 、そ の こ と が
き っ か け で 、 発 酵 乳 や 乳 酸 菌 の 生 理 機 能 の 研 究 が 世 界 中 で 活 発 化 し た [高
野 ,  1 9 9 6 ]。  
近 年 の 研 究 に お い て 、 L .  h e l v e t i c u s を 主 要 菌 と す る ス タ ー タ ー で 2 4
時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 は 、 2 種 類 の A CE 阻 害 ペ プ チ ド V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o を 含 有 し 、高 血 圧 患 者 お よ び 、正 常 高 値 血 圧 者 の 血 圧 値 を 有
意 に 低 下 さ せ る 作 用 が 示 さ れ た [ H a t a ,  1 9 9 6 ;  中 村 ,  2 0 0 4 ]。こ の 発 酵 乳 は 、
血 圧 降 下 ペ プ チ ド を は じ め 、 様 々 な ペ プ チ ド 成 分 を 含 む 機 能 性 に 優 れ た
食 品 素 材 で あ る が 、 発 酵 で 生 じ た 乳 酸 が 強 い 酸 味 を 呈 す る た め に 、 風 味
調 整 無 し で 直 接 飲 用 す る の が 困 難 で あ っ た 。 ま た 、 物 性 が 液 体 の た め に
汎 用 性 に 乏 し く 、 用 途 が 飲 用 に 限 定 さ れ て い た 。  
そ こ で 、 こ れ ら 課 題 の 解 決 の た め に 、 乳 酸 を 低 減 し て 粉 末 化 し た 素 材
が 開 発 さ れ た [ A i h a r a ,  2 0 0 5 ]。し か し 、発 酵 乳 の 体 積 が 減 っ た こ と で 、原
料 由 来 の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド を は じ め と す る 、 様 々 な 発 酵 成 分 が 濃 縮 さ れ
た た め 、 過 剰 摂 取 時 の 安 全 性 を 新 た に 考 慮 す る 必 要 が 生 じ た 。  
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食 品 の 安 全 性 は 、 一 般 的 に は 、 長 年 の 食 経 験 か ら 担 保 さ れ て い る 。 し
か し 、 特 定 保 健 用 食 品 や 栄 養 機 能 食 品 の よ う に 、 健 康 効 果 を 期 待 し て 摂
取 す る 場 合 に は 、 関 与 成 分 の 量 や 食 品 加 工 度 か ら 考 え て 、 十 分 な 食 経 験
が 無 い か 、ま た は 乏 し い と 判 断 さ れ る 場 合 は 、 i n  v i t r o 及 び 、動 物 を 用 い
た i n  v i v o 試 験 に よ り 、ヒ ト へ 投 与 す る 前 に 安 全 性 を 評 価 す る 必 要 が あ る
[内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 ,  2 0 0 4 ,  2 0 0 7 ]。  
L .  h e l v e t i c u s を 含 む ス タ ー タ ー で 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 は 、 日 本 国 内 に お
い て は 、 9 0 年 以 上 の 摂 取 経 験 が あ る 。 さ ら に 、 動 物 試 験 に お い て も 安 全
性 が 評 価 さ れ て お り 、 L.  h e l v e t i c u s で 2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 を 2 . 5 %
含 む 飼 料 を 、S H R ラ ッ ト に 7 週 齢 か ら 2 3 週 齢 ま で 自 由 摂 取 さ せ た 結 果 、
対 照 (基 礎 飼 料 )群 と の 間 で 飼 料 摂 取 量 や 体 重 変 化 に 差 は な か っ た 。そ し て 、
本 発 酵 乳 摂 取 群 で は 、 比 較 群 よ り 有 意 に 血 圧 値 が 低 か っ た が 、 剖 検 の 結
果 、 臓 器 重 量 、 血 液 成 分 に 差 は 無 か っ た [N a k a m u r a ,  1 9 9 6 ]。 さ ら に 、 こ
の L.  h e l v e t i c u s で 2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 を 、 正 常 血 圧 値 を 示 す
Wi st a r - K y o t o  ラ ッ ト ( WK Y )へ 、 体 重 1  k g あ た り 2 5  m l を 単 回 経 口 投 与
し た が 、WK Y ラ ッ ト の 血 圧 に は 、大 き な 変 化 を 与 え な か っ た [N a k a m u r a  
1 9 9 5 ]。 一 方 で 、 L.  he l v e t i c u s で 2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 を 、 I C R マ ウ
ス (雌 )へ 4 週 齢 か ら 終 生 投 与 し た 結 果 、対 照 群 よ り 平 均 寿 命 が 有 意 に 8％
延 長 し た 。 剖 検 の 結 果 腫 瘍 、 腎 障 害 、 感 染 症 な ど の 遅 延 が 示 唆 さ れ た [荒
井 ,  1 9 8 0 ]こ と か ら 、こ の L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 は 安 全 性 が 高 い の み な ら ず 、
健 康 へ の 有 用 作 用 が あ る こ と も 示 さ れ た 。  
L .  h e l v e t i c u s で 2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 の ヒ ト 摂 取 に お け る 安 全 性
に つ い て は 、 健 康 な 成 人 へ の 過 剰 摂 取 お よ び 血 圧 へ の 影 響 や 、 高 血 圧 患
者 で の 飲 用 評 価 が 行 わ れ 、 い ず れ も 問 題 な い こ と が 示 さ れ て い た 。 す な
わ ち 、健 康 な 成 人 ボ ラ ン テ ィ ア 6 0 名 を 対 象 に し た 試 験 で は 、L .  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 を 一 度 に 大 量 摂 取 し た と き の 影 響 が 調 べ ら れ 、 体 重 6 0  k g 当 た り
L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 1 0 0  m l を 基 準 と し 、そ の 1～ 5 倍 量 の 5 段 階 の 用 量
を 、 ま た 対 照 と し て 未 発 酵 乳 を 用 い て 同 様 に 5 段 階 を 設 定 し て 飲 用 し た
が 、 両 群 で 、 胃 腸 症 状 に 有 意 な 差 は な か っ た 。 ま た 、 検 出 し た 胃 腸 症 状
は 一 過 性 で 、 治 療 を 要 す る も の で は な か っ た  [中 島 ,  1 9 9 6 ]。 次 に 、 正 常
血 圧 者 2 6 名 を 対 象 に 、L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 血 圧 、心 拍 数 、血 液 成 分 、
自 他 覚 症 状 に 与 え る 影 響 が 調 べ ら れ た 。 被 験 者 は 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳
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9 5 m l ( V a l - Pr o - Pr o  1 . 5  m g、 I l e - Pr o - Pr o  1 . 1  m g  含 有 )を 毎 日 8 週 間 、 飲
用 さ せ た 群 と プ ラ セ ボ 飲 料 を 同 様 に 飲 用 さ せ た 群 の 2 群 で 評 価 し た 。 そ
の 結 果 、 両 群 と も に 、 血 圧 、 心 拍 数 、 体 重 、 血 液 成 分 を 含 め 測 定 し た い
ず れ の 指 標 に も 大 き な 変 化 は な か っ た [板 倉 ,  2 0 0 1 ]。次 に 、軽 症 高 血 圧 患
者 (高 血 圧 ガ イ ド ラ イ ン 2 0 0 9 で は I 度 高 血 圧 に 相 当 す る )お よ び 中 等 症 高
血 圧 者 (高 血 圧 ガ イ ド ラ イ ン 2 0 0 9 で は Ⅱ 度 高 血 圧 に 相 当 す る )で 、内 服 薬
の 定 期 的 投 与 を 受 け て い な い 者 3 0 名 を 対 象 と し た 飲 用 試 験 が 行 わ れ た 。
試 験 群 は 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 含 み 、 甘 み や 酸 味 を 調 整 し た 飲 料 を 1
日 1 本 1 2 0  g ( V a l - Pr o - Pr o  2 . 5 3  m g、 I l e - Pr o - Pr o  1 . 5 2  m g  含 有 )、 8 週 間
飲 用 し た 。 対 照 群 は 、 プ ラ セ ボ 飲 料 を 同 様 に 飲 用 し た 。 そ の 結 果 、 血 圧
変 化 以 外 に は 心 拍 数 、血 液 成 分 、尿 成 分 に 変 化 は な か っ た 。ま た 、空 咳 、
消 化 器 症 状 な ど の 副 作 用 も 認 め な か っ た [梶 本 ,  2 0 0 1 ]。こ の L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 は 、 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ A C E 阻 害 ペ プ チ ド 、 V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o を 関 与 成 分 と し た 、血 圧 が 高 め の 方 に 適 し た 特 定 保 健 用 食 品
に 利 用 さ れ 、 1 9 9 7 年 よ り 日 本 国 内 で 発 売 さ れ て い る 。  
 従 っ て 、L .  h e l v e t i cu s 発 酵 乳 の ホ エ ー 成 分 を 粉 末 化 し た 素 材 も 、そ の 原
料 発 酵 乳 に お け る 動 物 や ヒ ト で の 試 験 結 果 か ら 、 安 全 性 は 非 常 に 高 い と
考 え ら れ る 。 し か し 、 粉 末 化 に よ り 、 発 酵 乳 ホ エ ー の 水 分 が 除 か れ た こ
と で 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o の 含 有 量 は 、原 料 発 酵 乳 と 比 較 し て 重
量 あ た り 約 6 0 ~ 7 0 倍 に な っ た 。 そ の 結 果 、 重 量 当 た り で 摂 取 可 能 な 有 効
成 分 の 量 が 、こ れ ま で の 食 経 験 お よ び 試 験 デ ー タ の 範 囲 を 超 え た た め に 、
新 規 に 過 剰 摂 取 時 を 想 定 し た 安 全 性 デ ー タ が 必 要 と な っ た 。  
一 方 で 、食 品 由 来 の A C E 阻 害 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド の 有 効 性 に 関 し て は 、
数 多 く の 報 告 が あ る も の の 、食 品 由 来 の A C E 阻 害 ペ プ チ ド や 、そ れ を 含
有 す る 発 酵 乳 素 材 の 安 全 性 に 関 し て 科 学 的 に 研 究 し て 公 開 さ れ た も の は 、
こ れ ま で に 殆 ど 知 ら れ て い な い 。 そ こ で 、 本 粉 末 化 素 材 の 安 全 性 に 関 す
る 科 学 的 根 拠 の 強 化 の た め に 、 特 定 保 健 用 食 品 で 原 則 求 め ら れ る 遺 伝 毒
性 (染 色 体 異 常 試 験 )、 急 性 毒 性 (単 回 投 与 試 験 )及 び 、 亜 急 性 毒 性 ( 2 8 日 間
反 復 投 与 試 験 )  [内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 ,  2 0 0 4 ,  2 0 0 7 ]に つ い て 評 価 を 行
っ た 。  
そ の 結 果 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 肺 由 来 の 繊 維 芽 細 胞 を 用 い た 染
色 体 異 常 試 験 、 S D ラ ッ ト を 用 い た 単 回 経 口 投 与 お よ び 、 28 日 間 反 復 投
 95 
与 試 験 に お い て 、 い ず れ も 本 素 材 投 与 が 起 因 と 判 断 さ れ る 毒 性 は 見 ら れ
な か っ た 。  
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5 - 2 .  材 料 と 方 法  
 
 
5 - 2 - 1 .  染 色 体 異 常 試 験  
 
5 - 2 - 1 - 1 .  試 験 サ ン プ ル  
試 験 に は 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 ホ エ ー 粉 末 ( F M 粉 末 )を 用 い た 。 F M 粉
末 の 製 造 方 法 は 、 9 %還 元 脱 脂 粉 乳 を 9 0℃ 達 温 殺 菌 後 に 、 L.  h e l v e t i c u s  
C M4 株 を 添 加 し 、3 7℃ で 2 2 時 間 培 養 し た 。カ ゼ イ ン は 、遠 心 で 除 去 し 、
乳 酸 は 、 電 気 透 析 に よ り 除 去 し た 。 残 っ た 上 清 に マ ル ト デ キ ス ト ラ ン を
賦 形 剤 と し て 添 加 後 、 ス プ レ ー ド ラ イ す る こ と で 、 粉 末 化 し た [ A i h a r a ,  
2 0 0 5 ]。こ の よ う に し て 得 ら れ た F M 粉 末 10 0  g に は 、V a l - Pr o - Pr o が 1 0 5 . 3  
m g、 I l e - Pr o - Pr o が 6 2 . 4  m g 含 ま れ て い た 。 ( V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o
の 含 有 量 は 、 出 発 原 料 で あ る 発 酵 乳 と 比 較 し て 、 重 量 比 で 約 6 0 ~ 7 0 倍 に
相 当 す る )。  
 
 
5 - 2 - 1 - 2 .  細 胞 株  
 
指 標 細 胞 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 繊 維 芽 細 胞 ( C H L/ I U、 国 立 医 薬
品 食 品 衛 生 研 究 所 よ り 分 与 ) を 用 い た 。 受 領 後 、 細 胞 は 既 知 の 方 法
[ I sh i d a t e ,  1 9 7 8 ]に 従 っ て 液 体 窒 素 に て 保 存 し た 。 細 胞 株 は 、 マ イ コ プ ラ
ズ マ 汚 染 の な い こ と を 事 前 に 確 認 し た 。  
 
 
5 - 2 - 1 - 3 .  試 験 方 法  
 
染 色 体 異 常 試 験 は 、既 知 の 方 法 に 準 じ て 実 施 し た [ I sh i d a t e ,  1 9 7 8 ]。F M
粉 末 は 生 理 的 食 塩 水 (扶 桑 薬 品 工 業 )に 溶 解 し 、細 胞 増 殖 の ア セ ス メ ン ト や
染 色 体 異 常 形 成 の 評 価 を 行 っ た 。 F M 粉 末 の 細 胞 増 殖 抑 制 試 験 で は 、 7、
2 1、 6 2、 1 8 5、 5 5 6、 1 6 6 7、 そ し て 5 0 0 0  μ g  /  m l に な る よ う に 調 製 し て
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評 価 し た 。 染 色 体 異 常 試 験 は 、 1 2 5 0、 2 5 0 0、 5 0 0 0  μ g  /  m l の 濃 度 で 実 施
し た 。  
陰 性 対 象 に は 、生 理 食 塩 水 を 使 用 し た 。陽 性 対 象 は マ イ ト マ イ シ ン C (和
光 純 薬 工 業 )と ベ ン ゾ ピ レ ン (和 光 純 薬 工 業 )を 用 い た 。 マ イ ト マ イ シ ン C
は 、連 続 処 理 法 と 、代 謝 活 性 ( S 9 処 置 )を 行 わ な い S 9 無 添 加 培 養 系 列 に 使
用 し た 。ベ ン ゾ ピ レ ン は 、代 謝 活 性  ( S 9 処 置 )  を 行 う S 9 添 加 培 養 系 列 に
使 用 し た 。マ イ ト マ イ シ ン C は 、蒸 留 水 に て 溶 解 し 、生 理 食 塩 水 に て 1 0  
μ g  /  m l と な る よ う に 調 製 し た 。 ベ ン ゾ ピ レ ン は 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
( D MS O )に 溶 解 さ せ 4  m g  /  m l と な る よ う に 調 製 し た 。  
フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル と 5、6 -ベ ン ゾ フ ラ ボ ン を 誘 導 物 質 と し て 調 製 さ れ
た ラ ッ ト 肝 臓 代 謝 活 性 系 ( S 9 )は 、 キ ッ コ ー マ ン 株 式 会 社 よ り 入 手 し 、 使
用 直 前 ま で - 8 0℃ で 保 存 し た 。 S 9 ミ ッ ク ス は 、 必 要 時 応 じ て 用 事 調 製 し
た 。 1  m l の S 9 ミ ッ ク ス は 、 0 . 3  m l の S 9 と 、 5  μ m o l の Mg Cl 2、 3 3  μ m o l
の K C l、5  μ m o l の G l u c o se - 6 - p h o sp h a t e、4  μ m o l の N A D P お よ び 、4  μ mo l
の H E PE S  b u f f e r ( p H  7 . 2 )を 含 む 組 成 と し た 。  
C H L/ I U 細 胞 は 、凍 結 保 存 し て い た 細 胞 を 解 凍 後 、非 働 化 し た 仔 牛 血 清
( G i b k o )を 添 加 し た 5m l の イ ー グ ル の 最 小 培 地 ( ME M ) ( G i b k o )に 接 種 し 、
2 5  c m 2 細 胞 培 養 用 フ ラ ス コ ( FA LC O N )で 培 養 し て 用 い た 。培 養 は 、5 %  C O 2、
湿 度 9 5 %、 3 7℃ の 条 件 で 行 っ た 。  
細 胞 増 殖 抑 制 試 験 に は 、継 代 培 養 し た C H L/ I U 細 胞 を 、1 × 1 0 4   c e l l s  /  m l
に 調 製 し 、 必 要 枚 数 の 3 5  m m 細 胞 培 養 用 シ ャ ー レ に 2  m l ず つ 入 れ 、 3
日 間 前 培 養 し た 。各 培 養 系 列 の 用 量 ご と に 2 枚 ず つ の シ ャ ー レ を 用 い た 。
2 4 お よ び 4 8 時 間 培 養 系 列 で は 、 シ ャ ー レ に 陰 性 対 象 物 質 お よ び 各 濃 度
の F M 粉 末 溶 液 を 0 . 1  m l  /  m l 添 加 し て 、 2 4 ま た は 4 8 時 間 培 養 し た 。  
S 9 お よ び 無 添 加 培 養 系 列 で は 、シ ャ － レ に 連 続 処 理 法 と 同 様 な 条 件 で
陰 性 対 照 物 質 ま た は 、各 濃 度 の F M 粉 末 溶 液 を 加 え 、か つ 最 終 濃 度 が 5 %
と な る 量 の S 9 m i x ま た は S 9 と 同 用 量 の 生 理 食 塩 水 を 添 加 し た 。 同 系 列
と も に 6 時 間 培 養 後 に シ ャ ー レ 内 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 新
鮮 培 地 を 加 え て 1 8 時 間 培 養 に よ る 回 復 期 間 を 経 た あ と 、培 養 液 を 捨 て て 、
シ ャ ー レ 内 を 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 後 、1 0 %ホ ル マ リ ン 水 溶 液 に よ り 細 胞 を 固
定 し 、0 . 1 %ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で 10 分 間 染 色 し た 。そ の 後 、モ ノ セ
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パ レ ー タ ー (オ リ ン パ ス )で そ れ ぞ れ の シ ャ ー レ の 染 色 性 か ら 、間 接 的 に 細
胞 増 殖 率 を 測 定 し た 。  
染 色 体 異 常 試 験 に は 、 継 代 培 養 し た C H L/ I U 細 胞 は 、 1 × 1 0 4  c e l l s  /  m l
に 調 製 し 、 必 要 枚 数 の 6 0  m m 細 胞 培 養 用 シ ャ ー レ ( G R E I N E R )に 5  m l ず
つ 入 れ 、 3 日 間 前 培 養 し た 。 連 続 処 理 法 の 2 4 及 び 4 8 時 間 培 養 系 列 、 短
時 間 処 理 法 の S 9 添 加 及 び 無 添 加 培 養 系 列 の 計 4 系 列 を 設 定 し 、各 系 列 の
各 用 量 に つ い て シ ャ ー レ を 2 枚 ず つ 使 用 し た 。  
2 4 及 び 4 8 時 間 培 養 系 列 で は 、 シ ャ ー レ に 陰 性 対 照 物 資 質 、 各 濃 度 の
F M 粉 末 溶 液 0 . 1  m l  /  m l ま た は 、 陽 性 対 照 物 質 の M M C を 0 . 0 1  m l / m l 添
加 し て 2 4 時 間 ま た は 4 8 時 間 培 養 し た 。  
S 9 添 加 及 び 無 添 加 培 養 系 列 で は 、シ ャ ー レ に 連 続 処 理 法 と 同 様 な 条 件
で 陰 性 対 象 物 質 又 は 、 各 濃 度 の F M 粉 末 溶 液 を 、 あ る い は 、 陽 性 対 照 物
質 液 の M M C を 0 . 0 1  m l  /  m l ま た は 、ベ ン ツ ピ レ ン を 0 . 0 0 5  m l  /  m l 加 え 、
さ ら に 最 終 濃 度 が 5 %と な る よ う に S 9 m i x ま た は 、 S 9 m i x と 同 用 量 の 生
理 食 塩 水 を 添 加 し た 。両 系 列 と も に 、6 時 間 培 養 後 に シ ャ ー レ 内 を 生 理 食
塩 水 で 洗 浄 し た あ と 、 新 鮮 培 地 を 加 え て さ ら に 1 8 時 間 培 養 し た 。  
す べ て の 培 養 系 列 の シ ャ ー レ に つ い て 培 養 終 了 2 時 間 前 に コ ル セ ミ ド
溶 液 (和 光 純 薬 )を 最 終 濃 度 0 . 2  μ g  /  m l と な る よ う に 加 え て 分 裂 中 期 細 胞
を 蓄 積 さ せ た 。培 養 終 了 後 、約 3 7℃ で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 0 . 2 5％ ト
リ プ シ ン 溶 液 で 細 胞 を 剥 離 し 、 遠 心 分 離 ( 1 0 0 0 回 転 、 5 分 間 )し て 細 胞 を
集 め た あ と 、0 . 0 7 5  m o l の K C l 溶 液 に よ り 3 7℃ で 1 5 分 間 低 張 処 理 し た 。
そ の 後 、 冷 却 し た カ ル ノ ア 液 (メ タ ノ ー ル ： 酢 酸 が 3 : 1 の 混 合 液 )を 1  m l
加 え て 遠 心 分 離 後 、上 清 を 捨 て て 、さ ら に 5  m l の カ ル ノ ア 液 で 細 胞 を 固
定 し た 。 そ の 後 再 び 遠 心 分 離 し て 同 様 な 処 理 を 以 降 2 回 繰 り 返 し た 。 最
終 的 に 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 は 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 滴 下 し て 一 晩 乾 燥 さ
せ た 。 そ の 後 、 ギ ム ザ 染 色 液 (メ ル ク 社 )に て 約 1 5 分 間 染 色 後 、 水 洗 、 乾
燥 後 に プ レ ー ト 標 本 と し た 。  
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5 - 2 - 1 - 4 .  観 察 お よ び 評 価 項 目  
 
一 標 本 あ た り 、 1 0 0 個 の 減 数 分 裂 中 期 (例 ： 2 0 0 減 数 分 裂 中 期  /  D o se )
細 胞 を 7 5 0 倍 の 顕 微 鏡 (オ リ ン パ ス )で 観 察 し た 。  
 染 色 体 異 常 の 観 察 に つ い て は 、 数 的 異 常 は 倍 数 体 、 構 造 異 常 は 染 色 分
体 型 切 断 ( c t b )、染 色 分 体 型 交 換 ( c t e )、染 色 体 型 切 断 ( c sb )、染 色 体 型 交 換
( c se )、お よ び 、そ の 他 ( o )に 分 類 し た 。染 色 分 体 及 び 染 色 体 型 ギ ャ ッ プ ( g )
は 、 上 記 分 類 と は 別 に 記 録 し た 。 ギ ャ ッ プ の 判 定 基 準 は 、 染 色 分 体 型 幅
よ り も 狭 い 非 染 色 性 部 位 の も の と し た 。そ の 他 の 基 準 は 、1 個 の 分 裂 中 期
像 に 、 多 数 の ギ ャ ッ プ 、 切 断 な ど が あ っ た 場 合 に 断 片 化 ( Fr g )と し て 記 録
し た 。 こ れ ら の 異 常 を 1 個 で も 有 す る 細 胞 を 異 常 細 胞 1 個 と し て 記 録 し
た 。 観 察 結 果 よ り 、 染 色 体 異 常 を 持 つ 細 胞 の 出 現 頻 度 が 陰 性 対 象 群 と 比
較 し て 明 ら か に 上 昇 し 、か つ 、用 量 依 存 性 が 認 め ら れ た 場 合 は 、ま た は 、
再 現 性 の あ る 単 独 な 用 量 で の 明 ら か な 上 昇 が 認 め ら れ た 場 合 は 陽 性 と 判
定 し 、 そ れ 以 外 は 陰 性 と し た 。  
 
 
5 - 2 - 2 .  単 回 及 び 反 復 投 与 試 験  
 
5 - 2 - 2 - 1 .  試 験 サ ン プ ル  
 
被 験 物 に は 、 染 色 体 異 常 試 験 で 用 い た も の と 同 じ 、 L. h e l v e t i c u s 発 酵
乳 ホ エ ー 粉 末 ( F M 粉 末 )を 用 い た 。ラ ッ ト へ 投 与 す る 被 験 物 が 試 験 期 間 中
安 定 で あ る こ と を 担 保 す る た め に 、 V a l - Pr o - Pr o、 I l e - Pr o - Pr o の 含 有 量
を 指 標 に 、 妥 当 性 が 担 保 さ れ た 定 量 分 析 法 [ A i h a r a  2 0 0 5 ]で 分 析 し た 。 そ
の 結 果 、F M 粉 末 は 、粉 末 状 態 で 6 ヶ 月 間 安 定 で あ る こ と が 確 認 さ れ た (表
5 - 1 )。 被 験 物 は ラ ッ ト へ 投 与 す る た め に 水 に 溶 解 し 、 5 %、 1 0 % ( w  /  v % )
の 溶 液 を 調 製 し た 。 溶 液 の 調 製 は 、 4～ 7 日 お き に 作 成 し 、 投 与 日 ご と に
分 注 後 、使 用 す る ま で - 2 0℃ で 凍 結 保 存 し た 。試 験 開 始 時 と 最 終 投 与 時 に
用 い た 各 群 の 溶 解 液 の V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o の 定 量 値 を ま と め た
(表 5 - 2 )。 分 析 結 果 か ら 、 投 与 サ ン プ ル は い ず れ も 、 9 9％ か ら 1 0 5 %の 範
囲 に 収 ま っ て い た 。  
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5 - 2 - 2 - 2 .  試 薬 と 実 験 動 物  
 
 今 回 の 試 験 に は 、6 週 齢 の S p r a g u e - D aw l e y ラ ッ ト ( C r j : C D (S D )、S P F )
を 用 い た 。 単 回 投 与 試 験 で は 雌 雄 各 1 5 匹 、 計 3 0 匹 を ラ ン ダ ム に グ ル ー
プ 分 け し て 用 い 、 投 与 当 日 の 体 重 は 雄 1 52～ 1 6 8  g、 雌 1 1 3～ 1 2 5  g で あ
っ た 。 反 復 投 与 試 験 で は 雌 雄 各 4 0 匹 、 計 8 0 匹 を ラ ン ダ ム に グ ル ー プ 分
け し て 用 い 、投 与 当 日 の 体 重 は 雄 1 8 1～ 2 0 1  g、雌 1 3 0～ 1 6 4  g で あ っ た 。  
飼 育 室 の 室 温 は 2 2  ±  1℃ 、 相 対 湿 度 は 5 5  ±  1 0 %、 明 暗 サ イ ク ル 1 2
時 間 （ 明 期 6 : 0 0 - 1 8 : 0 0） の 条 件 下 で 、 飲 用 水 と 餌 ( C R F - 1： オ リ エ ン タ ル
酵 母 )は 、 自 由 摂 取 と さ せ た 。  
 
 
5 - 2 - 2 - 3 .  試 験 方 法  
 
単 回 投 与 お よ び 、 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 は 、 医 薬 品 毒 性 試 験 法 ガ イ ド ラ
イ ン に 準 じ て 実 施 し た [厚 生 省 ,  1 9 8 9 ,  1 9 9 3 ]。  
 単 回 投 与 試 験 は 、 ラ ッ ト の 体 重 1 k g あ た り 0  m g、 2 0 0 0  m g、 4 0 0 0  m g
に な る よ う に 投 与 群 を 計 3 群 設 定 し 、 雌 雄 各 5 匹 と し た 。 ま た 、 本 粉 末
が 食 品 で あ る 発 酵 乳 か ら 調 製 さ れ 、 毒 性 は 非 常 に 弱 い と 推 定 さ れ る こ と
か ら 、ラ ッ ト へ の 投 与 量 は 、そ の 最 大 溶 解 濃 度 ( 2 0 % )お よ び 医 薬 品 非 臨 床
試 験 ガ イ ド ラ イ ン 解 説 [厚 生 省 ,  1 9 9 7 ]で 示 さ れ た 投 与 用 量 の 上 限 で あ る
ラ ッ ト の 体 重 1 0 0  g あ た り 2  m l 投 与 を 考 慮 し 、 投 与 可 能 最 大 量 の 体 重 1  
k g あ た り 4 0 0 0  m g と 、 そ の 半 分 量 で あ る 2 0 0 0  m g の 2 用 量 と し た 。 ラ
ッ ト は 投 与 前 日 夕 刻 よ り 絶 食 さ せ 、胃 ゾ ン デ を 用 い て 単 回 経 口 投 与 し た 。
投 与 液 量 は ラ ッ ト の 体 重 1  k g あ た り 2 0  m l と し て 、 対 照 群 は 、 注 射 用 水
を 同 様 量 投 与 し た  
 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 に お い て は 、 次 の よ う に 投 与 群 を 計 4 群 設 定 し 、
雌 雄 各 1 0 匹 と し た 。す な わ ち 、投 与 量 は 、本 粉 末 が 食 品 で あ る 発 酵 乳 か
ら 調 製 さ れ 、 毒 性 は 非 常 に 弱 い と 推 定 さ れ る こ と か ら 、 医 薬 品 非 臨 床 試
験 ガ イ ド ラ イ ン 解 説 [厚 生 省 ,  1 9 9 7 ]で 示 さ れ た 強 制 経 口 投 与 で の 技 術 的
に 投 与 可 能 な 用 量 の 上 限 で あ る 、ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 2 0 0 0  m g を 高 用
量 と し 、 以 下 、 公 比 2 で 、 中 用 量 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 1 0 0 0  m g )お よ
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び 低 用 量 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 5 0 0  m g )の 投 与 群 を 設 定 し た 。ラ ッ ト は
投 与 前 日 夕 刻 よ り 絶 食 さ せ 、 胃 ゾ ン デ を 用 い て 単 回 経 口 投 与 し た 。 投 与
液 量 は ラ ッ ト の 体 重 1  k g あ た り 1 0  m l と し て 、 対 照 群 は 、 注 射 用 水 を 同
様 量 投 与 し た 。 投 与 期 間 は 、 医 薬 品 毒 性 試 験 法 ガ イ ド ラ イ ン に 準 じ て 4
週 間 連 日 と し た 。な お 、低 用 量 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 5 0 0  m g 投 与 )は 、
ヒ ト で の 使 用 予 定 量 の 1 0 倍 に 相 当 し た 。  
 
 
5 - 2 - 2 - 4 .  観 察 お よ び 評 価 項 目  
 
 単 回 投 与 試 験 に お い て 、 ラ ッ ト の 一 般 状 態 に つ い て は 、 投 与 6 時 間 ま
で は 頻 繁 に 、 そ れ 以 降 投 与 1 4 日 間 は 、 1 日 1 回 観 察 し た 。 体 重 は 投 与 直
前 と 、投 与 後 1、 2、 4、 7 お よ び 1 4 日 に 測 定 し た 。 1 4 日 目 の 最 終 日 に お
い て は 、す べ て の ラ ッ ト を エ ー テ ル 麻 酔 下 で 失 血 さ せ 、詳 細 に 剖 検 し た 。  
 2 8 日 間 連 続 経 口 投 与 試 験 で は 、 ラ ッ ト の 一 般 状 態 に つ い て は 、 投 与 期
間 中 は 1 日 2 回 、投 与 時 と 投 与 後 2～ 4 時 間 に 観 察 し た 。全 例 に つ い て 体
重 を 投 与 1、 8、 1 5、 2 2、 2 8 お よ び 剖 検 日 に 測 定 し 、 1 日 の 摂 餌 量 も 記 録
し た 。1 4 日 目 の 最 終 日 は 、す べ て の ラ ッ ト を エ ー テ ル 麻 酔 下 で 失 血 さ せ 、
詳 細 に 剖 検 し た 。投 与 第 4 週 目 に 全 例 に お い て 、携 帯 型 眼 科 細 隙 灯 (ナ イ
ツ )を 用 い て 眼 科 検 査 を 行 っ た 。 同 時 期 に 各 群 雌 雄 半 数 例 に お い て は 、 散
瞳 薬 (ミ ド リ ン P、参 天 製 薬 )を 点 眼 し 、眼 底 や 中 間 透 光 体 を 観 察 し た 。さ
ら に 半 数 例 は 、 投 与 第 4 週 目 に 代 謝 ケ ー ジ (飲 用 水 は 自 由 摂 取 )で 飼 育 し 、
2 時 間 分 の 新 鮮 尿 と 2 4 時 間 分 の 蓄 尿 を 分 析 し た 。新 鮮 尿 は 、pH、タ ン パ
ク 質 、 グ ル コ ー ス 、 ケ ト ン 体 、 ウ ロ ビ ノ ー ゲ ン 、 ビ リ ル ビ ン 、 潜 血 を ペ
ー パ ー 法 (マ ル テ ィ ス テ ィ ッ ク ス 、バ イ エ ル メ デ ィ カ ル )で 分 析 し 、沈 殿 物
と 色 に つ い て も 評 価 し た 。 2 4 時 間 蓄 尿 は 、尿 量 と 尿 比 重 計 ( T 2 - S E、ア タ
ゴ )に よ る 測 定 お よ び 、 臨 床 化 学 自 動 分 析 装 置 （ シ ン ク ロ ン  CX7  &  ベ ッ
ク マ ン )を 用 い て 電 解 質 （ ナ ト リ ウ ム ( N a )、 カ リ ウ ム ( K )、 ク ロ ー ル ( C l )）
を 測 定 し た 。 さ ら に 、 全 例 に つ い て 剖 検 時 に 、 エ ー テ ル 麻 酔 下 で 腹 大 動
脈 か ら 採 血 し て 分 析 し た 。 血 液 学 的 検 査 で は 、 E D TA - 2 カ リ ウ ム を 添 加
し た 血 液 を 用 い た が 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間 や 、 活 性 化 部 分 ト ロ ン ボ ブ ラ
ス チ ン 時 間 な ど 、 凝 固 能 の 検 査 は 、 3 . 8％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し た
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血 漿 を 用 い た 。血 液 化 学 的 検 査 で は 、採 血 し た 血 液 を １ 時 間 放 置 後 、3 0 0 0
回 転 、 1 5 分 遠 心 し て 得 ら れ た 血 液 を 用 い た 。 た だ し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ト
ラ ン ス ア ミ ラ ー ゼ お よ び 、 乳 酸 脱 水 素 酵 素 の 測 定 に は 、 へ パ リ ン ナ ト リ
ウ ム を 加 え た 血 漿 を 用 い た 。  
病 理 学 的 検 査 で は 、 全 例 に お い て 、 主 要 臓 器 の 重 量 を 測 定 し た 。 眼 球
は 最 初 に D a v i d so n 溶 液 で 固 定 後 、1 0 %ホ ル マ リ ン 溶 液 で 再 固 定 し た 。各
動 物 か ら 約 3 5 種 類 の 臓 器 と 組 織 を 採 取 し 、 1 0 %ホ ル マ リ ン 溶 液 で 固 定 し
た 。 す べ て の 対 照 群 と 高 用 量 群 か ら の 組 織 は 、 包 埋 、 薄 切 の 後 に 、 ヘ マ
ト キ シ シ ン ・ エ オ シ ン ( H･E )に て 染 色 し 、 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。 た だ し 、
高 用 量 群 の 雄 に お い て 、 腎 臓 の 近 位 尿 細 管 上 皮 高 酸 性 小 体 が 認 め ら れ た
た め 、中 用 量 の 雄 の 腎 臓 に つ い て も 同 様 の 手 順 に て 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。 
各 群 の 定 量 デ － タ は 、B a r l e t t 法 に よ る 等 分 散 性 の 検 定 を 行 い 、等 分 散
で あ れ ば 一 元 配 置 分 散 分 析 を 実 施 し 、 有 意 で あ れ ば 、 各 群 と 対 照 群 と の
統 計 的 差 は 、D u nn e t t 法 を 用 い た 。等 分 散 で な い 場 合 は 、K ru sk a l - W a l i s
法 で 評 価 し 、 有 意 な ら ば 、 各 群 と 対 照 群 と の 統 計 的 差 異 検 出 に は 、 順 位
を 利 用 し た D un n e t t 法 を 用 い た 。  
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5 - 3 .  結 果  
 
 
5 - 3 - 1 .  染 色 体 異 常 試 験  
 
 染 色 体 異 常 試 験 の 本 試 験 設 定 時 に 必 要 で あ る 、5 0 %細 胞 増 殖 抑 制 濃 度 を
求 め る 試 験 を 行 っ た 。そ の 結 果 、F M 粉 末 は 、い ず れ の 用 量 に お い て も 細
胞 増 殖 率 は 5 0 %を 下 回 る こ と は な か っ た 。 こ の 結 果 よ り 、 染 色 体 異 常 試
験 に 用 い る 被 験 物 の 濃 度 は 、 最 高 用 量 で あ る 5 0 0 0  μ g  /  m l と し 、 以 下 公
比 2 で 、 2 5 0 0、 1 2 5 0  μ g  /  m l の 計 3 用 量 と し た 。  
 染 色 体 異 常 試 験 の 結 果 、F M 粉 末 群 す べ て の 培 養 系 列 に お い て 、構 造 異
常 を 有 す る 細 胞 の 出 現 頻 度 は 0～ 1 . 0 %、数 的 異 常 (倍 数 体 )を 有 す る 差 相 棒
の 出 現 頻 度 は 、0～ 0 . 5％ で あ り 、陰 性 対 照 群 と 差 は な か っ た (表 5 -3、5 - 4 )。  
 
 
5 - 3 - 2 .  単 回 投 与 試 験  
 
 一 般 状 態 の 観 察 の 結 果 、 雌 雄 と も に 観 察 期 間 を 通 し て 死 亡 例 は な か っ
た 。 な お 、 高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1 k g あ た り F M 粉 末 を 4 0 0 0  m g 投 与 )に
お い て 、 雌 1 例 、 投 与 翌 日 に 雄 1 例 に 軟 便 が 認 め ら れ た 。 投 与 後 7～ 1 4
日 に か け て 対 照 群 を 含 む 雄 の 各 群 に 軟 便 と 、 肛 門 周 辺 の 糞 便 の 汚 れ が 散
見 さ れ た が 、 投 与 量 に 関 連 し た も の で は な か っ た 。 ま た 、 い ず れ の 投 与
群 と 対 照 群 に お い て 、 体 重 推 移 に 差 は な く 、 剖 検 の 結 果 、 す べ て の 動 物
に 異 常 は 確 認 さ れ な か っ た (デ ー タ 未 発 表 )  。  
 
 
5 - 3 - 3 .  反 復 投 与 試 験  
 
す べ て の 動 物 は 、 試 験 期 間 中 に 体 重 が 増 加 し た が 、 群 間 に 有 意 な 差 は
得 ら れ な か っ た (表 5- 5 )。食 餌 摂 取 量 に つ い て も 、同 様 に 群 間 で 有 意 な 差
は 確 認 さ れ な か っ た (デ ー タ 未 発 表 )。  
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一 般 状 態 は 、 投 与 期 間 中 、 中 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1 k g あ た り F M 粉 末 を
1 0 0 0 m g 投 与 )の 雌 雄 と 高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1 k g あ た り F M 粉 末 を 2 0 0 0  
m g 投 与 )の 雄 で 、 軟 便 又 は 肛 門 周 囲 の 汚 れ が 散 見 さ れ 、 ま た 、 対 照 群 お
よ び 低 用 量 (ラ ッ ト 体 重 1 k g あ た り 5 0 0 m g )の 雄 各 1 例 に 紅 涙 又 は 紅 涙 痕
が 認 め ら れ た が 、 い ず れ も 単 発 性 の 変 化 で あ り 、 投 与 量 に 関 連 し た も の
で は な か っ た 。眼 科 所 見 に つ い て も 、FM 投 与 に 起 因 す る と 考 え ら れ る 結
果 は 得 ら れ な か っ た (デ ー タ 未 発 表 )。   
尿 検 査 の 結 果 、数 匹 の オ ス の ラ ッ ト が 蛋 白 尿 と ケ ト ン 体 尿 を 示 し た が 、
こ れ ら の 小 さ な 変 化 は 、 対 照 群 と F M 粉 末 投 与 群 の 両 方 に み ら れ た (表
5 - 6 )。一 方 、尿 沈 渣 の な か か ら 、白 血 球 と 上 皮 細 胞 が 見 ら れ た が 、対 照 群
お よ び い ず れ の 用 量 の F M 粉 末 群 か ら も 同 様 に 検 出 さ れ た (表 5 - 7 )。尿 量
お よ び 電 解 質 に つ い て は 、 す べ て の 群 に お い て 差 が な か っ た (表 5 - 8 )。  
血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 化 学 的 検 査 の 結 果 は 、 表 5 - 9、 5 - 1 0 に ま と め
た 。血 液 学 検 査 に お い て は 、低 用 量 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 5 0 0  m g 投 与 )
の 雄 に ヘ マ ト ク リ ッ ト 値 ( H t )お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン 量 ( H b )の 有 意 な 高 値 が
認 め ら れ た が 、 投 与 量 に 関 連 し た 変 化 で は な か っ た 。 血 液 化 学 的 検 査 で
は 、 高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 2 0 0 0  m g 投 与 )の 雄 に ク ロ ル ( C l )の
有 意 な 低 値 が 認 め ら れ た が 、生 理 学 的 変 動 範 囲 内 の 変 化 で あ っ た 。な お 、
高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 2 0 0 0  m g )群 の 雄 1 例 に ア ス パ ラ ギ ン 酸
ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ( A S T )お よ び ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス ア ミ ラ
ー ゼ ( A LT )の 高 値 が 認 め ら れ た 。  
 臓 器 の 平 均 重 量 を 調 べ た 結 果 、投 与 群 に お け る い ず れ の 臓 器 の 重 量 は 、
コ ン ト ー ル 群 の そ れ と 比 較 し て 、 区 別 で き る も の は な か っ た (表 5 - 1 1 )。  
病 理 学 的 検 査 の 結 果 、 高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 2 0 0 0 m g )の 雄 1
例 の 腎 臓 表 面 に 微 小 白 色 点 の 散 在 、 他 1 例 の 肝 臓 外 側 右 葉 お よ び 方 形 葉
の 肥 大 と 横 隔 膜 へ の 癒 着 が 認 め ら れ た 。 そ の ほ か の 例 に 変 化 は 認 め ら れ
な か っ た (表 5 - 1 2 )。  
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表 5 - 1  単 回 お よ び 28 日 間 反 復 投 与 試 験 に 用 い た F M 発 酵 乳 粉 末 の 安 定 性  
Analyte Prior to 4 months 6months
(mg / g of At toxicology after after
powder) preparation studies manufacture manufacture
 Val-Pro-Pro 0.933 0.932 0.966 0.937
 Ile-Pro-Pro 0.534 0.530 0.554 0.564
 
 
 
 
 
 
 
表 5 - 2  2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 で 用 い た 投 与 サ ン プ ル 中 の V a l - Pr o - Pr o と
I l e - Pr o - Pr o の 分 析 値  
%of
target
51.98 104 0.047 0.028 49.91 99 0.047 0.026
105.18 105 0.096 0.057 102.35 102 0.096 0.054
204.55 102 0.186 0.111 205.76 103 0.194 0.108
Detected concentrations　（mg / ml)
      Test substance
Last test substance preparationprepared for first day of dosingTest substance
target concentrations  Val-Pro-
Pro
 Test 
substance
 Test  Ile-Pro-
Pro
 Val-Pro-
Pro
 Ile-Pro-
Pro
50
100
200
    (mg / ml) substance
%of
target
 
 
 
 
 
 
1
0
6 
              
表 5-3  FM発酵乳粉末の染色体異常試験の結果（単時間処置法）
Number and the percentages(%) of cells showing Number and mean percentage(%)
structural chromosomal aberrations Total gaps Cell of cells showing polyploids
Exposure No. of of chromatid growth No. of
recovery S9 Concentration observed Chromatid Chromatid Chromosome Chromosome Total and index observed Total
time (h) mix (μg / ml) cells breaks exchanges breaks exchanges Others number chromosome (%) cells Polyploids Others number
6-18 - Negative control 200 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 1(0.5) 100 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
　(Saline）
6-18 - 1250 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 101 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
6-18 - 2500 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(1.0) 86 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
6-18 - 5000 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5) 1(0.5) 85 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
6-18 - Positive　control 200 6(3.0) 26(13.0) 0(0.0) 5(2.5) 0(0.0) 37(17.5) 3(1.5) 200 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5)
　（MMC)a
6-18 ＋ Negative control 200 1(0.5) 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(1.0) 0(0.0) 100 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
6-18 　(Saline）
6-18 ＋ 1250 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 200 1(0.5) 1(0.5) 1(0.5)
6-18 ＋ 2500 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 96 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
6-18 ＋ 5000 200 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 89 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
6-18 ＋ Positive control 200 33(16.5) 57(28.5) 1(0.5) 6(3.0) 0(0.0) 86(43.0) 11(5.5) 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
　（B(a)P)b
a　0.1 μg / ml　mitomycin　C.
b　20 μg / ml　benzo(a)pyrene.
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表 5-4 FM発酵乳粉末の染色体異常試験の結果（連続処置法）
Number and the percentages(%) of cells showing Number and mean percentage(%)
structural chromosomal aberrations Total gaps of Cell of cells showing polyploids
No. of  chromatid growth No. of
Treatment Concentration observed Chromatid Chromatid Chromosome Chromosome Total and index observed Total
time (h) (μg / ml) cells breaks exchanges breaks exchanges Fragments number chromosome (%) cells Polyploids Others number
24 Negative control 200 2(1.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(1.0) 1(0.5) 100 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
 (Saline）
24 1250 200 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 99 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
24 2500 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 96 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
27 5000 200 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 97 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
24 Positive control 200 39(19.5) 50(25.0) 1(0.5) 5(2.5) 0(0.0) 82(41.0) 13(6.5) 200 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5)
（MMC)a
48 Negative control 200 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5) 1(0.5) 100 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
　(Saline）
48 1250 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5) 1(0.5) 200 1(0.5) 1(0.5) 1(0.5)
48 2500 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 0(0.0) 1(0.5) 1(0.5) 98 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
48 5000 200 1(0.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5) 1(0.5) 91 200 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
48 Positive control 200 46(23.0) 81(40.5) 1(0.5) 10(5.0) 3(1.5) 117(58.5) 11(5.5) 200 2(1.0) 0(0.0) 2(1.0)
 （MMC)a
a　0.1 μg / ml　mitomycin　C.
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表 5 - 5 F M 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 の 期 間 中 の ラ ッ ト の 体 重 値  
Control 500 mg / kg 1000 mg / kg 2000 mg / kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Male
 Treatment day 1 192.2±5.7 192.9±4.3 192.5±5.5 193.5±6.0
8 247.7±11.3 247.1±6.9 249.0±8.9 253.2±12.1
15 296.1±16.0 296.8±12.8 300.5±12.0 307.4±15.2
22 334.0±20.1 337.0±16.0 340.9±15.9 350.0±17.6
28 361.1±21.4 366.2±18 7 369.2±18.9 380.0±20.9
 Necropsy b 334.9±19.0 336.6±16.8 340.8±14.9 351.3±19.6
Female
 Treatment day 1 149.4±8.4 150.5±7.2 150.4±8.1 148.1±10.0
8 162.4±9.7 168.9±12.7 167.4±10.1 164.4±12.2
15 181.6±15.4 186.5±15.8 185.8±12.3 181.9±14.5
22 196.6±16.6 205.1±18.9 200.3±15.6 196.5±16.1
28 206.8±17.4 212.4±20.1 205.9±14.4 206.9±16.6
 Necropsy b 190.8±16.7 195.7±16.6 191.4±13.1 190.5±14.3
a Values are the mean ±SD
b Rats were fasted overnight before sacrifice and necropsy.
There were no significant difference between dosed and control group.  
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表 5 - 6 F M 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 に お け る ラ ッ ト の 尿 検 査 値 ①  
Dose UB Bili
Occult
blood
Sex (mg / kg） Y TY AU 6.5 7.0 8.0 8.5 － ± Glucose － ± ± - -
-
Male Control - 5 - - - 1 4 1 4 - 3 2 5 5 5
500 1 4 - - - - 5 1 4 - 3 2 5 5 5
1000 2 3 - - - - 5 2 6 - 2 3 5 5 5
2000 1 3 1 - - - 5 3 5 - 4 1 5 5 5
Female Control - 5 - - 1 2 2 5 - - 5 - 5 5 5
500 - 5 - - - 2 3 5 - - 5 - 5 5 5
1000 1 3 1 - - 1 4 5 - - 5 - 5 5 5
2000 2 3 - 1 1 2 1 4 1 - 5 - 5 5 5
Color Y: Yellow, TY: Thin yellow, AU: Achromatic urine.
Protein -: negative， ±: trace.　Glucose -: negative.　Ketone -: negative. UB(Urobilinogen) ±: 0.1～1Ehr./dL.
Bili(Bilirubin) -: negative. 0ccult blood -: negative.
Note.Date are expressed as number of animals(n/5) exhibiting the indicated result.
Color pH Protein Ketose
 
 
 
 
 
表 5 - 7 F M 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 に お け る ラ ッ ト の 尿 検 査 値 ②  
(尿 沈 渣 )  
Dose RBC Cast
Sex (mg / kg） - - ± - ± - - ± - ±
Male Control 5 2 3 1 4 5 5 - 5 -
500 5 3 2 - 5 5 5 - 5 -
1000 5 2 3 - 5 5 4 1 5 -
2000 5 3 2 - 5 5 4 1 5 -
Female Control 5 1 4 - 5 5 4 1 5 -
500 5 4 1 1 4 5 4 1 4 1
1000 5 5 - 1 4 5 3 2 5 -
2000 5 3 2 1 4 5 4 1 5 -
RBC -: 0(cell/field examined by high power).
WBC -: 0, ±: <6(cells/field examined by high power).
Epithelial cell -: 0, ±:  <6(cells/field examined by high power).
Cast -: negative.
AMP(Ammonium magnesium phosphate) -: negative, +: positive.
AP(Amorphous phosphate) -: negative，+: positive.
Note. Date are expressed as number of animals(n/5) exhibiting the indicated result.
WBC AMP APEpithelial　cell
 
 
 
 110 
 
 
 
 
表 5 - 8  FM 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 に お け る ラ ッ ト の 尿 検 査 値 ③  
(尿 量 、 電 解 質 )  
Control 500 mg / kg 1000 mg / kg 2000 mg / kg
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Male
Volume (ml) 19.1±3.6 1 6.6±3.5 17.1±3.9  17.8±6.1
Specific  gravity 1.040±0.006 1.048±0.011 1.048±0.010 1.046±0.011
Na (mEq / L) 89.6±14.9 112.0±19.2 112.4±19.6 112.4±33.4
K (mEq / L) 226.9±36.8 278.8±6 8.1 257.6±49.3 255.8±50.3
Cl (mEq / L) 138.2±23.6 173.4±40.1 158.6±26.3 162.8±35.6
Total excretion (mg / day)
   Na 38±4 42±8 43±7 43±4
   K 166±20 174±12 166±18 169±29
   Cl 92±10 99±10 94±13 97±14
Female
Volume (ml) 13.3±3.5 15.9±5.4 9.7±3.8 13.8±2.6
Specific  gravity 1.042±0.004 1.033±0.008 1.051±0.012 1.035±0.005
Na (mEq / L) 103.8±14.0  80.8±25.4 134.0±34.0 93.4±8.2
K (mEq / L) 221.3±24.5 188.6±47.9 284.5±61.6 196.3±40.6
Cl (mEq / L) 135.0±19.0 110.6±2 8.5 177.0±37.4 120.6±13.4
Total excretion (mg / day)
   Na 31±6 27±4 29±8 30±5
   K 114±26 110±17 102±23 104±17
   Cl 63±16 59±12 58±13 58±9
Values　are　the　mean±SD.
Not　significantly　different　from　the　control.  
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表 5 - 9  FM 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 に お け る ラ ッ ト の 血 液 学 的 検 査 結 果  
Control 500 mg / kg 1000 mg / kg 2000mg/kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Males
RBC (104 / mm3） 807±38 823±30 833±25 819±32
WBC (102 / mm3）  103.5±17.3 106.7±28.7 101.7±23.0 97.3±23.3
Ht (%) 43.8±1.2    45.5±1.4＊        46.1±0.9＊＊ 44.7±1.7
Hb (g / dL） 15.8±0.4    16.4±0.4＊        16.6±0.3＊＊ 16.1±0.6
MCH (pg） 19.6±0.8 19.9±0.5 19.9±0.6 19.7±0.6
MCV (μ3） 54.4±2.1 55.2±1.6 55.2±1.4 54.6±1.1
MCHC (%） 36.0±0.2 36.0±0.3 36.0±0.2 36.1±0.6
Reti. (‰） 30.0±6.0 32.6±8.1 31.1±6.5 31.4±7.7
Pl. (104 / mm3） 102.5±7.0 101.9±8.7 96.1±5.9 99.0±7.7
PT (sec） 12.3±0.8 12.6±0.7 11.9±0.4 12.3±0.6
APTT (sec） 34.0±4.0 35.4±4.3 31.2±2.8 32.4±3.2
Differential　leukocyte(%)
　Basophil 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
　Eosinophil 0.6±0.7 0.9±0.6 0.4±0.7 0.9±0.9
　Stab neutrophil 0.0±0.0 0.1±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
　Segmented　neutrophil  17.7±6.2 16.2±4.8 15.9±4.8 15.7±4.3
　Lymphocyte 79.7±6.2 81.0±5.3 82.0±5.2 81.5±4.6
　Monocyte 2.0±0.8 1.9±0.7 1.7±1.3 1.9±1.0
Females
RBC (104 / mm3）  830±28  22±34 826±32 839±29
WBC (102 / mm3） 68.3±17.5 78.2±25.3 71.1±18.8 73.4±20.2
Ht (%) 45.1±1.3 44.4±1.8 44.8±1.1 45.3±1.4
Hb (g / dL） 16.4±0.5 16.2±0.7 1 6.3±0.4 16.6±0.5
MCH (pg） 19.7±0.5 19.7±0.5 19.7±0.5 19.8±0.9
MCV (μ3） 54.3±1.1 54.2±1.1 54.4±1.3 54.0±2.3
MCHC (%） 36.3±0.4 36.6±0.3 36.4±0.2 36.6±0.3
Reti. (‰） 25.5±4.6 24.4±5.7 24.4±3.5 25.5±5.1
Pl. (104 / mm3） 97.7±5.7 107.4±9.6 100.0±10.6 100.1±9.0
PT (sec） 11.8±0.6 12.2±0.5 11.7±0.6 12.4±0.7
APTT (sec） 27.2±2.6 28.8±3.5 28.6±3.6 28.5±3.8
Differential　leukocyte(%)
　Basophil 0.1±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
　Eosinophil 1.0±1.1 1.0±0.7 0.9±0.7 1.2±0.8
　Stab neutrophil 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
　Segmented　neutrophil 13.0±2.9 12.6±4.4 13.6±4.6 13.4±4.6
　Lymphocyte 84.5±2.4 85.0±4.3 84.5±4.8 84.3±5.3
　Monocyte 1.4±1.0 1.4±0.7 1.0±0.8 1.1±1.0
Values　are　the　mean±SD.
＊：　p　 <　0.05;　　＊＊:　p　<　0.01:　Significantly　different　from　the　control.
RBC (red blood cell count), WBC (white blood cell count), Ht (hematocrit), Hb (hemoglobin)
MCH (mean corpuscular hemoglobin), MCV (mean corpuscular volume), 
MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration), Reti. (reticlocyte count), 
Pl (platelet count), PT(prothrombin time), APTT (activated partial thromboplastin time)  
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表 5 - 1 0  FM 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 で の ラ ッ ト の 血 液 化 学 的 検 査 結 果  
Control 500 mg / kg 1000 mg / kg 2000 mg / kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Males
AST （IU / L） 58.4±9.6 54.7±4.2 58.7±6.0 58.4±17.9
ALT （IU / L） 24.3±4.6 21.9±2.8 23.7±3.2 23.6±7.9
ALP （IU / L） 160.6±38.5 152.7±25.4 149.0±27.3 155.5±18.5
LDH （IU / L） 152.9±25.1 133.9±15.2 160.2±3 5. 0 127.3±33.0
γ-GTP （IU / L）  1.26±0.44  1.20±0.57 1.25±0.38 1.22±0.47
Glc.  （mg / dL） 122±16 128±20 112±19 132±24
T.Cho. （mg / dL） 36±7 36±5 34±7 40±11
TG （mg / dL） 56±17 72±33 57±19 67±33
PL （mg / dL） 109±10 115±11 104±13 116±16
TP （g / dL） 5.6±0.2 5.7±0.1 5.6±0.2 5.5±0.1
Alb. （g / dL） 2.3±0.1 2.3±0.0 2.4±0.1 2.2±0.1
A/G 0.69±0.03 0.69±0.02 0.73±0.03 0.67±0.04
BUN （mg / dL） 16.1±1.4 17.0±1.3 17.9±1.2 17.6±2.8
Crea. （mg / dL） 0.48±0.06 0.48±0.05 0.52±0.05 0.46±0.05
T.Bil. （mg / dL） 0.45±0.04 0.43±0.07 0.43±0.08 0.41±0.09
Na （mEq / L） 145±1 145±１ 145±1 145±2
K （mEq / L） 4.7±0.3 4.6±0.4 4.7±0.3 4.6±0.4
CI （mEq / L） 112±1 112±2 112±1 111±1
P （mEq / L） 7.6±0.6 7.8±0.5 7.9±0.6 8.1±0.8
Ca （mEq / L） 9.3±0.2 9.2±0.2 9.2±0.2 9.2±0.2
Protein　fraction（%）
　Albumin 57.3±1.9 56.6±1.5 56.3±1.9 55.9±1.9
　α-1　globulin 15.4±0.9 16.0±1.0 16.1±1.7 16.4±1.6
　α-2　globulin 5.3±0.5 5.5±0.5 5.7±0.7 5.5±0.4
　β　globulin 17.8±0.9 17.4±0.6 17.6±1.1 18.0±1.2
　γ　globulin 4.2±0.7 4.5±1.2 4.3±0.9 4.3±0.7
Females
AST （IU / L） 57.4±7.1 54.3±5.6 57.9±10.0 56.9±5.7
ALT （IU / L） 20.6±2.9 20.8±4.9 21.6±7.8 21.5±4.5
ALP （IU / L） 100.8±36.9 86.2±25.6 82.6±19.0 84.1±17.7
LDH （IU / L） 124.5±38.4 116.0±11.7 129.2±32.7 117.3±18.8
γ-GTP （IU / L） 1.58±0.44 1.34±0.55 1.37±0.55 1.39±0.34
Glc.  （mg / dL） 96±11 101±20 99±14 101±15
T.Cho. （mg / dL） 41±7 37±9 37±7 39±8
TG （mg / dL） 20±9 22±9 26±16 22±12
PL （mg / dL） 140±17 132±23 135±20 137±18
TP （g / dL） 5.9±0.3 5.9±0.3 5.9±0.4 5.8±0.2
Alb. （g / dL） 2.5±0.2 2.6±0.1 2.6±0.2 2.5±0.1
A/G 0.76±0.04 0.79±0.04 0.77±0.03 0.79±0.03
BUN （mg / dL） 20.1±2.4 19.4±2.2 19.1±2.4 19.7±1.9
Crea. （mg / dL） 0.55±0.04 0.50±0.05 0.57±0.06 0.52±0.07
T.Bil. （mg / dL） 0.38±0.12 0.38±0.12 0.46±0.14 0.41±0.14
Na （mEq / L） 145±2 146±1 146±2 146±1
K （mEq / L） 4.4±0.4 4.6±0.3 4.6±0.4 4.6±0.3
CI （mEq / L） 115±1 115±1 114±1   113±2＊
P （mEq / L） 6.6±0.8 6.4±1.0 6.4±1.1 6.6±0.8
Ca （mEq / L） 9.4±0.2 9.4±0.2 9.4±0.2 9.3±0.2
Protein　fraction（%）
　Albumin 59.1±1.9 60.7±1.6 60.0±1.7 60.2±1.8
　α-1　globulin 13.3±0.9 12.8±1.3 12.4±1.8 12.5±1.4
　α-2　globulin 5.7±0.6 5.4±0.5 5.6±0.7 5.6±0.6
　β　globulin 16.5±0.9 15.9±0.8 16.8±1.2 16.0±0.9
　γ　globulin 5.5±1.2 5.3±0.8 5.3±0.7 5.7±0.9
Values　are　the　mean±SD.
＊：　p　 <　0.05:　Significantly　different　from　the　control.
AST(aspartate aminotransferase), ALT(alanine aminotransferase),
LDH (lactate dehydrogenase), γ-GTP (γ-glutamyltransferase), 
Glc. (glucose),T.Cho. (total cholesterol), TG　(triglyceride), PL (phospholipid), TP (total protein),
Alb.(albumin), A/G（albumin/globulin ratio）,BUN　(urea nitrogen), Crea. (Creatinine), T.Bil.(Total Bilirubin),
Na (sodium), K(potassium), Cl (chlorine), P (inorganic phosphorus), Ca(calcium)  
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表 5 - 1 1 F M 粉 末 の 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 に お け る ラ ッ ト の 臓 器 重 量  
Control 500 mg / kg 1000 mg / kg 2000 mg / kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Males
Brain （g） 1.97±0.06 1.96±0.06 2.03±0.05 1.99±0.06
Pituitary gland （mg） 11.8±1.7 11.9±1.2 11.8±1.1 12.2±1.6
Thyroid glands （mg） 21.6±3.4 19.5±2.0 19.8±2.7 21.3±2.7
Submaxillary glands （mg） 548±38 576±43 585±39 575±65
Thymus （mg） 470±69 487±120 489±141 539±78
Heart （mg） 1056±97 1022±81 1060±88 1098±142
Lung （g） 1.20±0.07 1.17±0.07 1.18±0.05 1.18±0.10
Liver （g） 10.02±1.01 9.99±0.81 9.86±0.60 10.57±1.02
Spleen （mg） 603±56 573±69 617±61 588±49
Kidneys （g） 2.35±0.22 2.29±0.12 2.30±0.11 2.50±0.26
Adrenal glands （mg） 47.6±7.3 51.2±6.0 53.1±9.2 48.7±7.6
Testes （g） 3.03±0.22 2.98±0.15 3.08±0.23 3.12±0.24
Seminal vesicles （mg） 1181±239 1158±165 1097±122 1102±279
Prostate （mg） 774±157 730±132 742±77 712±100
Females
Brain       （g） 1.84±0.03 1.83±0.06 1.83±O.10 1.86±0.07
Pituitary gland （mg） 11.9±2.1 12.4±2.0 12.5±1.8 11.3±1.6
Thyroid glands （mg） 14.0±2.2 14.3±1.4 14.8±2.4 13.6±1.6
Submaxillary glands （mg） 373±30 353±32 372± 43 352±40
Thymus   （mg） 308±82 379±73 367±100 367±134
Heart     （mg） 637±59 674±66 669±69 641±54
Lung   （g） 0.87±0.09 0.90±0.08 0.89±0.09 0.87±0.08
Liver     （g） 5.65±0.52 5.90±0.64 5.80±0.52 5.54±0.50
Spleen     （mg） 370±40 404±84 406±58 395±76
Kidneys   （g） 1.40±0.13 1.42±0.13 1.46±0.12 1.41±0.12
Adrenal glands （mg） 56.4±7.8 54.6±7.9 57.7±6.8 55.1±8.4
Ovaries     （mg） 106.3±9.2 109.5±16.9 110.8±11.5 107.2±11.6
Uterus     （mg） 415±94 387±78 417±86 416±101
Values　are　the　mean±SD.  
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表 5-12 FM粉末の28日間反復投与試験における、病理学的検査結果まとめ
 1．Males
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Liver
   Focal hemorrhage － － － － － － － － － － / / / / / / / / / / － － － － － － － － － 2
   Focal fibrous thickening of capsule － － － － － － － － － － － － － － － － － － － 2
Kidney
   Eosinophilic bodies in proximal － － 1 － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － 2 － － － － 2 －
   tubular epithelium
-: NO Change, 1: Slight, 2: Moderate, /: not examined.
No significant changes were detected: Cerebrum, Cerebellum, Spinal cord. Heart, Thymus. Spleen, Mesenteric lymph node, Femur, Sternum, Trachea,
Bronchus, Lung, Submaxillary gland, Pancreas, Tongue, Esophagus, Stomach, Duodenum, ileum, Colon, Urinary bladder, Testis, Epididymis, Seminal vesicle,
Prostate, Mammary gland, Pituitary gland, Thyroid gland, Harderian gland, Adrenal gland, Skin, Femoral muscle, Eyeball.
 2. Females
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Abnormalities － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － －
NO Significant changes were detected: Cerebrum, Cerebellum, Spinal cord, Heart, Thymus, Spleen, Mesenteric lymph node, Femur, Sternum, Trachea,
Bronchus, Lung, Submaxillary gland, Liver, Pancreas, Tongue, Esophagus, Stomach, Duodenum, ileum, Colon, Kidney, Urinary bladder, Ovary, Uterus,
Vagina, Mammary gland, Pituitary gland, Thyroid gland, Harderian gland, Adrenal gland, Skin, Femoral muscle, Eyeball.
Animal no.
2000 mg / kg
Animal no.
Control 1000 mg / kg 2000mg / kg
Control
Animal no.
1000 mg / kg
Animal no.
Animal no. Animal no.
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5 - 4 .  考 察  
 
本 検 討 は 、 L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の ホ エ ー 成 分 を 粉 末 化 し た 素 材 ( F M 粉
末 )の 遺 伝 毒 性 と 急 性 お よ び 亜 急 性 毒 性 に 関 わ る 試 験 を 実 施 し 、 安 全 性 に
関 す る 基 礎 知 見 を 得 る こ と を 目 的 と し た 。遺 伝 毒 性 に つ い て は 、F M 粉 末
が 染 色 体 異 常 を 引 き 起 こ す か 否 か に つ い て チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来
の 繊 維 芽 細 胞 株 ( C H L  /  I U 細 胞 )を 用 い て 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 本 試 験 系
で 評 価 可 能 な 上 限 の 濃 度 に お い て も 、FM 粉 末 は 、染 色 体 異 常 を 引 き 起 こ
さ な か っ た こ と か ら 、 遺 伝 毒 性 は 低 い も の と 結 論 付 け た 。 ま た 、 別 の 遺
伝 毒 性 評 価 に お い て 、 i n  v i vo の 遺 伝 毒 性 試 験 で あ る 、 げ っ 歯 類 に 経 口 投
与 す る 小 核 試 験 を 実 施 し た 結 果 、 陰 性 の 結 果 が 得 ら れ て い る [Ma t su u r a ,  
2 0 0 5 ]こ と か ら も 、 FM 粉 末 の 遺 伝 毒 性 は 低 い こ と が 裏 付 け ら れ た 。  
次 に 、F M 粉 末 の 過 剰 摂 取 を 想 定 し た ラ ッ ト へ の 経 口 投 与 試 験 を 実 施 し
た 。 単 回 経 口 投 与 毒 性 を 検 索 し た 結 果 、 F M 粉 末 を ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た
り 4 0 0 0  m g 投 与 し た 群 に お い て 、 投 与 当 日 か ら 翌 日 に か け て 雌 雄 各 1 例
に 軟 便 が 認 め ら れ た が 、 単 発 的 な 変 化 で あ り 、 そ の 他 、 一 般 状 態 、 体 重
推 移 並 び に 剖 検 で は 以 上 は 認 め ら れ な か っ た た め に 、 毒 性 学 的 意 義 は な
い も の と 考 え ら れ た 。従 っ て 、 F M 粉 末 は 、ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 4 0 0 0  
m g ま で の 単 回 経 口 投 与 で は 、 毒 性 は な い も の と 推 察 さ れ た 。  
4 週 間 反 復 経 口 投 与 毒 性 を 検 索 し た 結 果 、一 般 状 態 、体 重 推 移 、摂 餌 量 、
眼 科 学 的 検 査 、尿 検 査 に お い て 、F M 粉 末 の 投 与 と 思 わ れ る 変 化 は 認 め ら
れ な か っ た 。 剖 検 の 結 果 、 高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り F M 粉 末 を
2 0 0 0  m g 投 与 )の 雄 1 例 の 腎 臓 表 面 に 微 小 白 色 点 の 散 在 、組 織 学 的 検 査 で 、
本 例 と 他 1 例 の 腎 臓 の 近 位 尿 細 管 上 皮 に 好 酸 性 小 体 が 認 め ら れ た が 、 近
位 尿 細 管 上 皮 の 好 酸 性 小 体 は 、通 常 雄 に 認 め ら れ る も の で あ り [ E n o m o t o ,  
1 9 8 7 ]、本 試 験 で も 対 照 群 の 雄 で 同 様 の 変 化 が 認 め ら れ た 。ま た 、血 液 化
学 的 検 査 お よ び 尿 検 査 で 、 こ れ ら 2 例 を 含 め 、 腎 機 能 異 常 を 示 す 所 見 は
認 め ら れ ず 、 毒 性 学 的 に は 意 義 は 無 い も の と 推 察 さ れ た 。  
血 液 学 的 検 査 に お い て は 、 唯 一 の 統 計 学 的 に 有 意 な 変 化 は 、 低 お よ び
中 用 量 投 与 の オ ス ラ ッ ト 群 に お い て 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト 値 ( H t )と ヘ モ グ ロ
ビ ン 量 ( H b )に 関 す る 血 液 学 的 パ ラ メ ー タ が 3 . 8 %か ら 5 . 2 %に 上 昇 し た こ
と で あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 高 用 量 群 の ラ ッ ト や 性 別 の 違 い で は 確 認 さ れ
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な か っ た 。 こ の 高 用 量 に お い て 検 出 さ れ た 変 化 は 、 用 量 依 存 性 を 欠 い て
い る こ と か ら 、F M 投 与 に よ る も の で は な い と 推 察 さ れ た 。メ ス ラ ッ ト に
お い て は 、血 液 学 的 検 査 で は 有 意 な 変 化 は 確 認 さ れ な か っ た (表 7 )。高 用
量 群 に お け る 平 均 の 血 清 中 塩 化 物 濃 度 は 、 わ す か に ( 1 . 7 % )お よ び 、 対 照
群 と 比 較 し て 有 意 に 低 か っ た 。 し か し こ の 現 象 の 値 は 非 常 に 小 さ い た め
に 、 毒 性 学 的 な 差 と し て は 意 味 を な さ な い と 考 え ら れ た 。  
 ま た 、 高 用 量 群 (ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り F M 粉 末 2 0 0 0  m g 投 与 )の 雄 1
例 が ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ( A S T )お よ び ア ラ ニ ン ア
ミ ノ ト ラ ン ス ア ミ ラ ー ゼ ( A LT )の 高 値 を 示 し 、肝 臓 に 外 側 右 葉 及 び 、方 形
葉 の 肥 大 と 横 隔 膜 へ の 癒 着 、 組 織 学 的 検 査 で 同 部 位 に う っ 血 性 及 び 局 限
性 の 皮 膜 肥 厚 が 認 め ら れ た め に 、こ れ が 、A S T と A LT 値 に 関 係 し て い る
と 考 え ら れ た 。 し か し 、 こ れ ら は 同 部 位 に 限 局 し た 変 化 で 、 他 葉 に は 異
常 は 認 め ら れ ず 、 ま た 、 高 用 量 群 の 残 り 9 匹 の 雄 お よ び 、 1 0 匹 の 雌 の 肝
臓 の 顕 微 鏡 像 に 異 常 が 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 高 用 量 群 の 雄 1 例 で
得 ら れ た 肝 臓 の 変 化 は 、偶 発 的 な も の と 考 え ら れ た 。従 っ て 、F M 粉 末 の
ラ ッ ト に お け る 4 週 間 反 復 投 与 試 験 で は 、ラ ッ ト 体 重 1  k g あ た り 2 0 0 0  m g
投 与 で は 毒 性 を 示 さ な い も の と 判 断 さ れ た 。  
以 上 の 経 口 投 与 試 験 の 結 果 、F M 粉 末 に 対 し て 、ラ ッ ト は 、今 回 投 与 し
た 量 よ り も 耐 性 が あ る 可 能 性 が 示 さ れ た 。し か し 、F M 粉 末 の 物 理 化 学 的
特 性 よ り 、2 0 %以 上 の 溶 液 は 調 製 で き な い こ と と 、今 回 設 定 し た 投 与 量 が
医 薬 品 非 臨 床 試 験 ガ イ ド ラ イ ン 解 説 に 記 載 さ れ た 上 限 で あ っ た こ と か ら 、
こ れ 以 上 高 い 濃 度 で の 試 験 は で き な い 。 従 っ て 、 今 回 の 経 口 投 与 試 験 で
は 、 全 身 毒 性 は 観 察 さ れ な か っ た の で 、 最 大 耐 用 量 ( M T D )は 算 出 で き な
か っ た が 、 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 の 結 果 を 踏 ま え る と 、 ラ ッ ト へ の M T D
は 、雄 雌 と も に 体 重 1  k g あ た り の 1 日 の 摂 取 量 は 2 0 0 0  m g 以 上 で あ る と
結 論 づ け ら れ た 。こ の 試 験 結 果 は 、F M 粉 末 の 安 全 性 が 高 い こ と を 支 持 す
る 科 学 的 な 根 拠 と な る と と も に 、 さ ら に 詳 細 な 安 全 性 に つ い て 、 動 物 で
評 価 す る こ と が 必 要 に な っ た 場 合 の 試 験 系 や 、 投 与 量 決 定 の 根 拠 と し て
活 用 す る こ と が 期 待 で き る 。  
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3 3 :  2 1 9 – 2 2 3 .  
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板 倉 弘 重 ,  池 本 真 二 ,  寺 田 幸 代 ,  近 藤 和 雄 .  酸 乳 の 高 血 圧 者 お よ び 正 常 高
血 圧 者 に 対 す る 影 響 .  日 本 臨 床 栄 養 学 会 雑 誌  2 0 0 1 ;  2 3 :  2 6 - 3 1 .   
厚 生 省  医 薬 品 毒 性 試 験 法 ガ イ ド ラ イ ン  平 成 元 年 9 月 1 1 日  薬 審 1 第
2 4 号 .  1 9 8 9 .  
厚 生 省  単 回 及 び 反 復 投 与 毒 性 試 験 ガ イ ド ラ イ ン の 改 正 に つ い て  平 成
5 年 8 月 1 0 日  薬 新 薬 第 8 8 号 .  1 9 9 3 .  
厚 生 省  薬 務 局 審 査 課  (監 修 )  医 薬 品 非 臨 床 試 験 ガ イ ド ラ イ ン 解 説 1 9 9 7． 
薬 事 日 報 社  1 9 9 7 .  
梶 本 修 身 ,  中 村 康 則 ,  屋 田 裕 二 ,  森 口 盛 雄 ,  平 田 洋 ,  高 橋 丈 生 .  酸 乳 の 軽
症 お よ び 中 等 症 高 血 圧 者 に 対 す る 降 圧 効 果 .  日 本 栄 養 ・ 食 糧 学 会 誌  
2 0 0 1 ;  5 4 :  3 4 7 - 3 5 4 .  
久 住 朝 子 ,  前 野 正 文 ,  乳 酸 菌 と 酵 母 の 共 生 ・ 共 存 に よ っ て 生 み 出 さ れ る お
い し さ .  日 本 乳 酸 菌 学 会 誌  2 0 1 3 ;  2 4 :  1 0 1 .  
高 野 俊 明 ,  中 村 康 則 ,  横 倉 輝 男 ,  阿 部 文 明  乳 酸 菌 の 科 学 と 技 術 ． 乳 酸 菌
研 究 集 談 会 編  1 9 9 6 ;  3 1 1 – 3 4 1 .   
内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 H P  特 定 保 健 用 食 品 の 安 全 性 評 価 に 関 す る 基
本 的 考 え 方  2 0 0 4 .  
h t t p : / / w w w . f s c . g o . j p / s e n m o n / s i n k a i h a t u / i n d e x . h t m l   
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
内 閣 府  食 品 安 全 委 員 会 H P  特 定 保 健 用 食 品 個 別 製 品 ご と の 安 全 性 評
価 等 の 考 え 方 に つ い て 2 0 0 7 .  
h t t p : / / w w w . f s c . g o . j p / s e n m o n / s i n k a i h a t u / i n d e x . h t m l  
( a c c e sse d  1 1 . 4 . 2 0 1 3 )  
中 島 久 実 子 ,中 村 康 則 ,高 野 俊 明 ,秦 葭  哉  酸 乳 経 口 摂 取 と 消 化 器 症 状 に
つ い て -  消 化 管 に 対 す る 最 大 無 作 用 量 と 5 0 ％ 効 果 量 の 検 討 - .  
P r o g r e ss  i n  Me d i c i n e  1 9 9 6 ;  1 6 :  9 1 7 - 9 2 1 .  
中 村 康 則 ,  梶 本 修 身 ,  金 子 京 子 ,  相 原 浩 太 郎 ,  水 谷 潤 ,  池 田 な ぎ さ ,  西 村
明 ,  梶 本 佳 孝  「 ラ ク ト ト リ ペ プ チ ド ( V P P , I P P )」を 含 有 す る 液 状 ヨ ー
グ ル ト の 長 期 摂 取 が 正 常 高 値 血 圧 に 及 ぼ す 影 響 .  健 康・栄 養 食 品 研 究  
2 0 0 4 ;  7 :  1 2 3 - 1 3 7 .   
森 敦  発 酵 乳 (ヨ ー グ ル ト )な ど に 用 い ら れ る 乳 酸 菌 の 機 能  乳 酸 菌 の 保
健 機 能 と 応 用  上 野 川 修 一 監 修 .  シ ー エ ム シ ー 出 版 2 0 0 7 ;  1 4 7 - 1 5 6 .  
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第 6 章  総 括 と 展 望  
 
ペ プ チ ド は 、 構 成 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 種 類 と 配 列 の 組 合 せ に よ り 、 血 圧
降 下 作 用 な ど の 様 々 な 生 理 活 性 を 発 揮 す る 。 そ こ で 、 機 能 性 食 品 へ の 応
用 が 期 待 さ れ 、 一 般 的 に は 、 乳 タ ン パ ク 質 は じ め と す る 食 品 タ ン パ ク 質
を 消 化 酵 素 な ど で 分 解 し て 製 造 さ れ る 。 な か で も 、 発 酵 乳 は 、 乳 酸 菌 が
保 有 す る プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 で 乳 タ ン パ ク 質 が 分 解 さ れ た 様 々 な ペ プ チ
ド を 含 有 し て い る た め に 、 天 然 の 風 味 良 好 な ペ プ チ ド 素 材 と し て 有 望 で
あ る 。  
乳 酸 菌 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 、 乳 酸 球 菌 よ り も 乳 酸 桿 菌 の ほ う が 強 い
こ と が 知 ら れ て い る が 、乳 酸 桿 菌 の な か で も 特 に 乳 酸 菌 L.  h e l ve t i c u s は 、
タ ン パ ク 質 分 解 活 性 が 強 い 。 こ れ ま で に も 、 L.  h e l v e t i c u s を 含 む ス タ ー
タ ー を 用 い て 3 7℃ で 2 4 時 間 発 酵 さ せ た 発 酵 乳 か ら 、 A C E 阻 害 活 性 を も
つ ペ プ チ ド V a l - Pr o -Pr o と I l e - Pr o - Pr o が 見 出 さ れ た 。し か し 、こ の 発 酵
乳 は 、 発 酵 で 生 じ た 乳 酸 が 強 い 酸 味 を 呈 す る た め に 、 風 味 や 嗜 好 性 の 観
点 か ら 、 直 接 飲 用 が 困 難 な こ と が 課 題 で あ っ た 。  
一 方 で 、 発 酵 を 1 0 時 間 程 度 で 止 め て 酸 味 を 抑 え た L.  h e l v e t i c u s 発 酵
乳 や 、 L.  h e l v e t i c u s の 菌 体 か ら 精 製 し た プ ロ テ ア ー ゼ で カ ゼ イ ン を 直 接
分 解 し た ペ プ チ ド に も 、自 然 発 症 高 血 圧 ラ ッ ト ( S H R )へ の 経 口 投 与 で 血 圧
降 下 作 用 が 示 さ れ た め 、風 味 良 好 な 機 能 性 食 品 開 発 の 可 能 性 が 示 さ れ た 。
さ ら に 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o を 含 ん だ 酸 味 の 強 い L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 に つ い て も 、 乳 酸 を 低 減 し た 粉 末 化 素 材 が 開 発 さ れ た 。 こ れ に よ
っ て も 酸 味 の 影 響 を 回 避 し た 食 品 開 発 へ の 応 用 可 能 性 が 広 が っ た が 、 原
料 発 酵 乳 由 来 の 様 々 な 成 分 が 濃 縮 さ れ た た め 、 過 剰 摂 取 を 想 定 し た 安 全
性 を 考 察 す る 必 要 が 生 じ た 。  
本 研 究 で は 、 機 能 性 食 品 に 利 用 可 能 な 風 味 良 好 な 血 圧 降 下 ペ プ チ ド 素
材 の 開 発 に 向 け て 、 L .  h e l v e t i c u s が 生 成 す る V PP と I PP 以 外 の 血 圧 降
下 ペ プ チ ド の 存 在 と 、 そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に し て 、 そ れ ら を 機
能 性 食 品 と し て の 利 用 可 能 性 を 探 る た め の 基 礎 的 知 見 を 得 る こ と を 第 一
の 目 的 と し た 。 次 に 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 乳 酸 低 減 粉 末 の 実 用 化 に 向
け た 一 助 と す べ く 、 本 粉 末 素 材 に つ い て 、 動 物 細 胞 お よ び 動 物 を 用 い て
安 全 性 に 関 す る 基 礎 知 見 を 得 る こ と を 第 二 の 目 的 と し た 。  
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第 1 章 で は 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 機 能 性 食 品 と
し て の 有 用 性 と 課 題 を レ ビ ュ ー し た 。 生 体 の 血 圧 調 節 メ カ ニ ズ ム の な か
で 、 血 圧 上 昇 の 中 心 的 役 割 を 果 た し て い る の が 、 レ ニ ン － ア ン ジ オ テ ン
シ ン 系 で あ る 。そ の な か の ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ( A C E )は 、昇 圧 物 質
で あ る ア ン ジ オ テ ン シ ン Ⅱ の 生 成 と 、 降 圧 物 質 で あ る ブ ラ ジ キ ン の 分 解
の 両 方 を 行 う こ と で 、 強 力 に 血 圧 上 昇 を 引 き 起 こ す 。 従 っ て 、 A C E の 酵
素 活 性 を 阻 害 す る こ と で 、 血 圧 上 昇 の 抑 制 が 期 待 さ れ る 。 A CE に 着 目 し
た 血 圧 調 節 は 、 1 9 7 0 年 代 初 頭 、 蛇 毒 か ら 見 出 さ れ た A C E 阻 害 ペ プ チ ド
が 、 高 血 圧 患 者 へ の 静 脈 投 与 で 、 実 際 に 血 圧 降 下 作 用 を 生 じ さ せ た こ と
か ら 注 目 さ れ た 。 そ れ 以 降 、 蛇 毒 ペ プ チ ド の 構 造 を 参 考 に 、 経 口 投 与 で
血 圧 降 下 作 用 発 揮 さ せ る A C E 阻 害 薬 の 研 究 開 発 が 活 発 化 し た 。  
一 方 で 、 各 種 乳 酸 菌 に よ る 発 酵 乳 を 比 較 し た 結 果 、 ペ プ チ ド 含 有 量 が
高 い も の ほ ど 、A C E 阻 害 活 性 も 高 い こ と が 示 さ れ 、こ れ ら の 発 酵 乳 を S H R
に 投 与 す る と 、 L.  h e l v e t i c u s 特 異 的 に 血 圧 降 下 作 用 が 認 め ら れ た 。 L.  
h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の A C E 阻 害 活 性 は 、対 数 増 殖 期 後 期 か ら 急 激 に 増 加 し 、
A C E 阻 害 作 用 を 持 つ 血 圧 降 下 ペ プ チ ド で あ る 、 V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - 
Pr o は 、 そ の 活 性 を 指 標 に 見 出 さ れ た 。 こ れ ら ペ プ チ ド は 、 カ ゼ イ ン が
L.  h e l v e t i c u s の プ ロ テ ア ー ゼ で 断 片 化 さ れ た 後 に 、 ペ プ チ ダ ー ゼ の 分 解
を 受 け る こ と で 生 成 さ れ る が 、 そ れ 以 外 に も 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の 低 い
発 酵 前 期 の 段 階 や 、 L.  h e l v e t i c u s か ら 抽 出 し た 菌 体 外 プ ロ テ ア ー ゼ の み
で カ ゼ イ ン を 分 解 し た ペ プ チ ド 分 解 物 に も 、 S H R で 顕 著 な 血 圧 降 下 作 用
が あ っ た 。そ こ で 、L.  h e l v e t i c u s は 、V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o 以 外 に
も 、 血 圧 降 下 ペ プ チ ド を 生 成 し て い る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ て い た 。  
L .  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の 安 全 性 に つ い て は 、 日 本 に お け る 90 年 以 上 の
食 経 験 が あ る が 、 そ れ に 加 え て 動 物 や ヒ ト で の 安 全 性 評 価 も 行 わ れ た 。
L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 を 、 I C R マ ウ ス へ 4 週 齢 か ら 投 与 し た 結 果 、 対 照 群
よ り 平 均 寿 命 が 有 意 に 8％ 延 長 し た 。そ の 理 由 と し て 腫 瘍 、腎 障 害 、感 染
症 な ど の 遅 延 が 示 唆 さ れ た た め 、 安 全 な だ け は な く 、 健 康 効 果 を 保 有 す
る 可 能 性 も 示 さ れ た 。 ヒ ト 試 験 で は 、 健 康 な 成 人 へ の 過 剰 摂 取 お よ び 血
圧 へ の 影 響 や 、 高 血 圧 患 者 で の 評 価 が 行 わ れ 、 い ず れ も 安 全 性 に 問 題 な
い こ と が 示 さ れ た 。  
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以 上 の よ う に 、 L.  h e l v e t i c u s 発 酵 乳 は 、 安 全 性 も 高 く 、 血 圧 降 下 作 用
を は じ め と す る 様 々 な 健 康 機 能 性 を 持 つ 可 能 性 が あ る 有 望 素 材 で あ る こ
と が 示 さ れ て い た 。  
第 2 章 で は 、 カ ゼ イ ン 分 解 物 か ら の 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 単 離 同 定 を 行
っ た 。す な わ ち 、乳 酸 菌 L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 か ら 単 離 精 製 し た 菌 体 外
プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 乳 カ ゼ イ ン を 分 解 し て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 か
ら 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 有 効 成 分 の 同 定 を 行 っ た 。 最 初 に 、 血 圧 降 下 作 用
を 示 す 活 性 本 体 が AC E 阻 害 ペ プ チ ド で あ る 可 能 性 を 再 確 認 し た 。分 解 物
を 逆 相 H PLC で 分 画 し 、 そ れ ぞ れ の A CE 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。 A C E 阻
害 活 性 は I C 5 0 値 (酵 素 活 性 を 5 0％ 阻 害 す る ペ プ チ ド 濃 度 )と し た 。し か し 、
い ず れ の 分 画 物 も AC E 阻 害 活 性 は 非 常 に 低 か っ た 。そ こ で 、A C E 阻 害 活
性 が 弱 い 血 圧 降 下 ペ プ チ ド を 探 索 し て 同 定 す る た め 、 従 来 の 方 法 と は 異
な り 、高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト で あ る S H R へ の 経 口 投 与 に よ る 血 圧 降 下 作 用
を 指 標 に 、 有 効 成 分 を 直 接 絞 り 込 ん だ 。  
 す な わ ち 、 本 ペ プ チ ド 混 合 物 を 逆 相 H PL C で 分 画 し 、 そ れ ぞ れ の フ ラ
ク シ ョ ン を S H R に 経 口 投 与 し て 、 t a i l - c u f f 法 に て 血 圧 値 を 測 定 し た 。最
も 血 圧 降 下 作 用 が 高 か っ た フ ラ ク シ ョ ン は 、 逆 相 H PLC を 用 い て 精 製 を
繰 り 返 し た 結 果 、最 終 的 に 1 0 種 類 の 主 要 ペ プ チ ド を 単 離 し 、エ ド マ ン 法
に よ る N 末 端 分 析 と 、 ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 に よ り 、 各 配 列 を 決 定 し た 。 こ
れ ら の ペ プ チ ド を 固 相 法 に よ り 合 成 し 、 S H R に 経 口 投 与 し て 降 圧 値 を 調
べ た と こ ろ 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の 配 列 を 持 つ ペ プ チ ド の 降 圧
作 用 が 最 も 強 か っ た 。 カ ゼ イ ン 分 解 物 中 の 本 ペ プ チ ド の 含 有 量 を 定 量 し
た 結 果 、 2 6  μ g  /  m l で あ っ た 。 本 カ ゼ イ ン 分 解 物 は 、 S H R の 体 重 1 k g あ
た り 1 5 m g の 経 口 投 与 で 降 圧 作 用 が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 本 ペ プ チ
ド は S H R の 体 重 1  k g あ た り 0 . 5～ 2 . 0  m g の 経 口 投 与 の 範 囲 で 、 降 圧 作
用 が 認 め ら れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、
L.  h e l v e t i c u s  C P7 9 0 株 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る カ ゼ イ ン 分 解 物 の 血 圧 降 下
作 用 の 主 要 成 分 で あ る 事 が 示 さ れ た 。  
第 3 章 で は 、 カ ゼ イ ン 分 解 物 か ら 見 出 さ れ た 血 圧 降 下 ペ プ チ ド の 作 用
メ カ ニ ズ ム 解 析 を 行 っ た 。 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 、 A C E 阻 害
活 性 が ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た た め 、 経 口 投 与 後 の ペ プ チ ド の 消 長 を
探 る こ と か ら 作 用 メ カ ニ ズ ム を 推 定 す べ く 、 人 工 消 化 試 験 を 実 施 し た 。
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そ の 結 果 、 本 ペ プ チ ド を パ ン ク レ ア チ ン や カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ － ゼ A で
消 化 す る と 、 A C E 阻 害 活 性 が 上 昇 す る こ と が 認 め ら れ た 。 分 解 さ れ た ペ
プ チ ド を 逆 相 H PLC で 単 離 し て 分 析 し た 結 果 、本 ペ プ チ ド の C 末 端 の G l n
残 基 が 分 解 さ れ た Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o が 同 定 さ れ た 。 こ の ペ プ チ
ド の A C E 阻 害 活 性  ( I C 5 0 )は 5  μ M で あ り 、 分 解 前 の も の と 比 較 し て 活 性
が 2 0 0 倍 以 上 に 上 昇 し た 。 従 っ て 、 本 ペ プ チ ド は 経 口 投 与 後 に 消 化 管 内
で 分 解 を 受 け て A C E 阻 害 活 性 が 出 現 す る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 さ ら に
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o を S H R に 経 口 投 与 し て 、 血 圧 降 下 作 用 を 評 価
し た 結 果 、 分 解 前 の Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n よ り も 少 な い 経 口 投
与 量 で も 血 圧 降 下 作 用 が 認 め ら れ た 。  
一 方 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o に は 、 A C E 阻 害 作 用 を 示 す 配 列 が 内
在 し て い る 可 能 性 が あ っ た た め 、 N 末 端 、 C 末 端 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 ひ と
つ ず つ 削 減 し た ペ プ チ ド を 合 成 し て A C E 阻 害 活 性 を 測 定 し た 。 し か し 、
い ず れ の 合 成 ペ プ チ ド も A C E 阻 害 活 性 が 低 下 し た た め に 、Ly s - V a l - Le u - 
Pr o - V a l - Pr o が 、 活 性 本 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
第 4 章 で は 、 発 酵 を 初 期 段 階 で 停 止 さ せ た 発 酵 乳 か ら 血 圧 降 下 ペ プ チ
ド の 単 離 同 定 を 行 っ た 。 乳 酸 菌 と し て は 、 L.  h e l v e t i c u s   C P 7 9 0 株 か ら
派 生 し た 酸 生 成 力 の 弱 い 変 異 株 L.  h e l v e t i c u s  C PN 4 株 を 用 い 、 発 酵 初 期
段 階 で あ る p H  4 付 近 で 止 め て 一 般 的 な ヨ ー グ ル ト と 同 等 の 酸 味 に 改 良
し た 発 酵 乳 を 用 い た 。   
こ の ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 は 、 経 口 投 与 に よ り 、 S H R に 血 圧 降 下 作 用 を
生 じ る が 、 V a l - Pr o - Pr o や I l e - Pr o - Pr o は 含 ま れ て お ら ず 、 か つ A C E 阻
害 活 性 が 弱 い こ と か ら 、 有 効 性 成 分 は Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n の
可 能 性 が 考 え ら れ た 。 し か し 、 定 量 の 結 果 、 有 効 量 の
Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n は 含 ま れ て お ら ず 、他 の 有 効 成 分 が 存 在 す
る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 そ こ で 、 S H R へ の 経 口 投 与 に よ る 血 圧 降 下 作 用 を
指 標 に 活 性 成 分 の 単 離 同 定 を 行 っ た 結 果 、 顕 著 な 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ 新
規 ペ プ チ ド Ty r - Pr o を 見 出 し た 。 Ty r - Pr o は 、 S H R の 体 重 1  k g あ た り
0 . 1～ 1 0  m g の 経 口 投 与 で 、 血 圧 降 下 作 用 を 示 し た 。 本 ヨ ー グ ル ト 様 の 発
酵 乳 に お け る Ty r - Pr o 含 有 量 は 8 . 1  μ g  /  m l で あ っ た 。 ま た 、 Ty r - Pr o は
A C E 阻 害 活 性 が 7 2 0  μ M と 非 常 に 弱 い こ と か ら 、 血 圧 降 下 作 用 発 揮 に は
別 の メ カ ニ ズ ム が あ る 可 能 性 が 推 察 さ れ た 。  
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第 5 章 で は 、 L.  h e l ve t i c u s 発 酵 乳 の 安 全 性 を 評 価 し た 。 L.  h e l v e t i c u s
発 酵 乳 の ホ エ ー 成 分 を 粉 末 化 す る と 、 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る ペ プ チ ド
以 外 に も 、発 酵 由 来 の 様 々 な 成 分 が 濃 縮 さ れ る 。本 粉 末 素 材 (F M 粉 末 )の
原 料 と な る 発 酵 乳 は 、 食 経 験 か ら 安 全 性 は 高 い こ と が 想 定 さ れ る が 、 血
圧 降 下 ペ プ チ ド を 含 め て 濃 縮 さ れ た 発 酵 生 産 物 全 体 の 過 剰 摂 取 安 全 性 を
考 察 す る た め に 、 特 定 保 健 用 食 品 で 原 則 求 め ら れ る 遺 伝 毒 性 (染 色 体 異 常
試 験 )、 急 性 毒 性 (単 回 投 与 試 験 )及 び 、 亜 急 性 毒 性 ( 2 8 日 間 反 復 投 与 試 験 )
を 実 施 し 、安 全 性 に 係 る 用 量 と 反 応 を 評 価 し た 。F M 粉 末 用 の 発 酵 乳 製 造
に 用 い た 乳 酸 菌 は 、V a l - Pr o - Pr o と I l e - Pr o - Pr o の 生 産 能 力 が 高 い こ と で
選 抜 さ れ た L.  h e l v e t i c u s  C M4 株 を 用 い た 。  
そ の 結 果 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の 繊 維 芽 細 胞 を 用 い た 染 色 体
異 常 試 験 で は 、 本 素 材 に 起 因 す る と 推 察 さ れ る 変 化 は 見 ら な か っ た 。 単
回 投 与 試 験 で の F M 粉 末 の S D ラ ッ ト へ の 経 口 投 与 量 は 、試 験 系 の 最 大 量  
(ラ ッ ト の 体 重 1  k g あ た り 4 0 0 0  m g 投 与 )と し た が 、本 素 材 が 起 因 と 判 断
さ れ る 変 化 は 見 ら れ な か っ た 。 2 8 日 間 の 反 復 投 与 試 験 に お い て は 、 S D
ラ ッ ト へ の 経 口 投 与 量 を 、 体 重 1  k g あ た り 5 0 0 ,  1 0 0 0 ,  2 0 0 0  m g の 3 用
量 と し た が 、 い ず れ の 用 量 も 本 素 材 投 与 が 起 因 と 判 断 さ れ る 変 化 は 見 ら
れ な か っ た 。 F M 粉 末 を ラ ッ ト 体 重 1  kg あ た り 5 0 0  m g 経 口 投 与 す る こ
と は 、 ヒ ト で の 使 用 予 定 量 の 約 1 0 倍 に 相 当 し た 。 以 上 の 結 果 よ り 、 L.  
h e l v e t i c u s 発 酵 乳 の ホ エ ー 成 分 を 乳 酸 低 減 後 に 粉 末 し た 食 品 素 材 の 安 全
性 は 高 い こ と が 示 さ れ た 。  
本 研 究 の 結 果 、 L.  h e l v e t i c u s の プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て カ ゼ イ ン を 分 解
し て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 と 、 ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 に お い て 、 そ れ ぞ
れ Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n と Ty r - Pr o の ペ プ チ ド が 、 血 圧 降 下 作
用 を 発 揮 す る 主 要 成 分 で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら ペ プ チ ド は 、 本 カ
ゼ イ ン 分 解 物 と ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 を 風 味 良 好 な 機 能 性 食 品 と し て 実 用
化 す る 際 の 有 効 成 分 と し て の 活 用 が 期 待 で き る 。   
ま た 、Ly s - V a l - Le u - P r o - V a l - Pr o - G l n は プ ロ テ ア ー ゼ 単 独 の 分 解 で 生 成
さ れ る た め に 、プ ロ テ ア ー ゼ と ペ プ チ ダ ー ゼ の 併 用 が 必 要 な V a l - Pr o - Pr o
や I l e - Pr o - Pr o よ り も 、製 造 方 法 の 単 純 化 や 安 定 化 が 期 待 で き る 。そ こ で 、
今 後 は 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n を よ り 効 率 的 で 安 価 に 製 造 す る 技
術 開 発 を 行 う 必 要 が あ る と 考 え る 。 ま た 、 本 ペ プ チ ド の C 末 端 が 分 解 さ
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れ て Pr o 残 基 が 露 出 し た Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o は 、 S H R で の 試 験 に
お い て 、 分 解 前 の ペ プ チ ド よ り も 少 な い 経 口 投 与 量 で 、 血 圧 降 下 作 用 が
認 め ら れ た 。 従 っ て 、 予 め C 末 端 の G l n 残 基 を 分 解 も し く は 、 直 接 生 成
成 す る 技 術 も 研 究 す る こ と で 、Ly s - V a l - L e u - Pr o - V a l - Pr o を 活 用 し た 血 圧
降 下 作 用 の 強 い 機 能 性 食 品 の 提 供 や 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n よ り
も 少 な い 摂 取 量 で 、 か つ 同 等 の 血 圧 降 下 作 用 が 得 ら れ る 機 能 性 食 品 の 開
発 に つ な が る こ と が 期 待 で き る 。  
作 用 メ カ ニ ズ ム 研 究 で は 、Ly s - V a l - Le u - P r o - V a l - Pr o - G l n が 、消 化 酵 素
で 分 解 さ れ て A C E 阻 害 作 用 を 発 揮 す る 、プ ロ ド ラ ッ グ タ イ プ の ペ プ チ ド
で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ の こ と は 、 食 品 と し て 経 口 摂 取 す る ペ プ チ ド
の な か に は 、 消 化 管 内 で 酵 素 分 解 を 受 け る こ と で 、 本 来 保 有 し て い た 生
理 活 性 が 消 失 し て し ま う も の だ け で は な く 、 新 た に 生 理 活 性 が 発 現 す る
も の が あ る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 新 た に 機 能 性 ペ プ チ ド を 探 索 す る 際
に 役 立 つ 知 見 に な る と 考 え る 。  
L .  h e l v e t i c u s の ヨ ー グ ル ト 様 発 酵 乳 か ら 見 出 さ れ た ペ プ チ ド T y r - Pr o
は 、Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n と 同 様 に 顕 著 な 血 圧 降 下 作 用 を 持 つ が 、
A C E 阻 害 作 用 が 弱 い た め に 他 の 作 用 メ カ ニ ズ ム も 持 つ 可 能 性 が 示 さ れ た 。
血 圧 降 下 作 用 に お い て 、 A C E 阻 害 以 外 の メ カ ニ ズ ム と し て は 、 γ -ア ミ ノ
酢 酸 (G A B A )の よ う に 、腸 管 か ら 吸 収 さ れ て 交 感 神 経 を 抑 制 す る こ と で 血
圧 低 下 作 用 を 示 す 例 が 知 ら れ て い る 。 Tyr - Pr o に お い て は 、 別 の 研 究 で 、
ラ ッ ト へ の 交 感 神 経 系 の 抑 制 作 用 が 見 出 さ れ て い る が 、Ty r - Pr o の 交 感 神
経 系 抑 制 作 用 と 血 圧 降 下 作 用 と の 直 接 的 な 関 連 性 に つ い て は 、 現 在 調 べ
る 限 り 報 告 が な い た め に 、 今 後 は こ れ ら の 関 係 を 詳 細 に 調 べ る こ と が 必
要 と 考 え る 。  
さ ら に 、 L.  h e l v e t i c u s が 生 成 す る そ の 他 成 分 を 含 め た 発 酵 乳 の 安 全 性
に つ い て 評 価 し た 。 粉 末 化 さ れ た 発 酵 乳 ホ エ ー を 用 い て 、 正 常 ラ ッ ト を
用 い た 遺 伝 毒 性 、 急 性 お よ び 亜 急 性 毒 性 を 評 価 し た 結 果 、 い ず れ も 、 試
験 系 で 設 定 で き る 最 大 限 の 量 を 投 与 し て も 、そ れ に 起 因 す る 毒 性 は な く 、
安 全 性 が 非 常 に 高 い こ と が 考 察 さ れ た 。本 知 見 は 、食 品 由 来 の A C E 阻 害
ペ プ チ ド を 機 能 性 食 品 な ど に 応 用 す る 際 に 必 要 と な る 、 安 全 性 評 価 の た
め の 試 験 デ ザ イ ン の 設 定 や 、 安 全 性 理 論 構 築 に 活 用 で き る と 考 え る 。  
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本 研 究 の 結 果 、 乳 酸 菌 L .  h e l v e t i c u s は 、 V a l - Pr o - Pr o や I l e - Pr o - Pr o
以 外 に も 、 S H R に お い て 同 等 の 血 圧 降 下 作 用 を 発 揮 す る 機 能 性 ペ プ チ ド
で あ る 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n と Ty r - Pr o を 生 成 す る こ と を 見
出 し た 。さ ら に 、こ れ ら の ペ プ チ ド は 、S H R へ の 経 口 投 与 試 験 に お い て 、
ヒ ト で の 効 果 が 実 証 さ れ て い る V a l - Pr o -Pr o や I l e - Pr o - Pr o と ほ ぼ 同 じ 投
与 量 で 、同 レ ベ ル の 血 圧 降 下 作 用 が 確 認 さ れ て い る こ と か ら 、ヒ ト で も 、
実 用 的 な 摂 取 量 で 効 果 を 発 揮 す る 可 能 性 が 高 い と 考 え る 。 そ し て 、 実 用
化 さ れ れ ば 、 風 味 に 優 れ た 機 能 性 食 品 開 発 に 役 立 つ こ と が 期 待 で き る 。  
ま た 、 Ly s - V a l - Le u - Pr o - V a l - Pr o - G l n と Ty r - Pr o は 、 従 来 の A C E 阻 害
活 性 が 高 い 血 圧 降 下 ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 い ず れ も 、 機 能 性 発 揮 メ カ ニ
ズ ム に つ い て 示 唆 に 富 む こ と か ら 、 今 後 の 研 究 で 新 規 な 血 圧 降 下 ペ プ チ
ド を 探 索 す る 際 に は 、 基 礎 的 知 見 と し て 役 立 つ も の で あ る と 考 え る 。  
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Apidaecins (la, Ib, II), found in immune honeybee lymph and 
extensively studied by Casteels et al.,l) are unique peptides 
composed of 18 amino acid residues containing 6Pro and 3Arg, 
and are reported to inhibit the growth of, especially, Gram-negative 
bacteria bacteriostatically. We have produced Streptomyces 
subtilisin inhibitor (SSI)-apidaecin fusion protein in a large 
amount,2) in which apidaecin was joined to SS! via four amino 
acid residues inserted as the recognition and cleavage site for blood 
coagulation factor XII. 3 ) Although the antibacterial activity could 
found in the mixture of the fusion protein digested with factor 
XII, the satisfactory isolation of apidaecin was not achieved, 
probably because of non-specific cleavage by factor Xa under the 
reaction conditions used. This communication describes the change 
of cleavage method from the enzymatic digestion to a chemical 
one with CNBr, and also describes the isolation and purification 
of the recombinant apidaecin and a new finding on its antibacterial 
action. 
To obtain a SSI-apidaecin fusion protein, we first constructed 
a secretory expression vector, pJS205LlEAPIM, and introduced it 
into S. lividans 66 as presented in Fig. I. The Met codon added 
in front of apidaecin gene corresponds to the cleavage site for 
CNBr in the fusion protein to be produced. 
Lanes from 2 to 5 in Fig. 2 show the SDS-polyacrylamide gel 
electrophoretic pattern of S5I-apidaecin fusion protein in each 
step of purification procedure started from culture supernatant 
(expressed amount; 72 mg/liter of culture medium, lane 2), followed 
by ammonium sulfate precipitation (recovered sample: 40 mg, lane 
3), ion-exchange chromatography (recovered: 24mg, lane 4), and 
reverse-phase HPLC (lane 5). On lanes 4 and 5, small bands were 
observed at slightly lower molecular weight positions. As these 
proteins showed positive reaction against anti-55I antiserum by 
western blotting analysis (data not shown), it seems that the fusion 
protein was degraded, although slightly, by a weak protease2) 
extracellulary produced by S. lividans 66. 
This fusion protein was again purified by reverse-phase HPLC, 
and cleaved with CNBr to isolate apidaecin. A fraction was found 
to have antibacterial activity by the growth inhibition assay,2) and 
the amino acid composition of the peptide isolated from the 
fraction was proved to be identical with the value expected from 
the DNA sequence designed for apidaecin-Ib (data not shown). 
The maximum efficiency of the cleavage reaction was 30%, giving 
a satisfactory yield. It was more efficient than the enzymatic 
cleavage by factor Xa, which gave heterogeneous peptides together 
with apidaecin itself. 
Lane 6 of Fig. 2 shows the gel pattern of the CNBr digest, in 
which two distinct bands (a, b) are observed; one is slightly larger 
and another is smaller than authentic SSI in molecular weight. 
These two bands seem to correspond to major halves of the fusion 
protein cleaved at the carboxy side of a Met residue. The larger 
one must be SSI with the extra tail of Ile-Glu-Gly-Arg-Met at the 
carboxy terminus (band a), so apidaecin peptide with no Met 
residue must be released at the same molar ratio (a band 
corresponding to apidaecin cannot be detected on the gel pattern 
owing to the small molecular size of 18 amino acid residues). 
The purified recombinant apidaecin was examined for its 
antibacterial activity against Bacillus strains (Gram-positive) as 
well as E. coli (Gram-negative) as described before.2) The result 
was shown in Table, in which bacterial growth was observed at 
various concentrations (0-10 flg/ml) of the recombinant apidaecin. 
It was found that the growth of B. subtilis ISW1214 5) was inhibited 
by 10 flg/ml of apidaecin, although the strain was one tenth less 
sensitive than E. coli JMI09. Two other Bacillus strains4 ,6) were 
insensitive to 10 Ilg/ml of apidaecin. 
This finding provoked our interest in the reason for the difference 
Factor-Xa j j BrCN Apidaecin- Ib 
(£CoR I) ~ G N N R P Y Y P Q P R P P H P R L Term Term (BamHI) 
(t )5' -AAITe ATC GAG GGC CGC ATG GGC AAC MC CGC CCG GTC TAC ATC CGG CAG CGG CGC CCG CCG CAC CCG CGC CfG TAG TAG G -3' 
(- )3' - G TAG GTC CCG GCG TAC CCG TTG TTG GCG GGC CAG ATG TAG GGC GTC GGC GCG GGC GGC GTC GGC GCG GAC ATC ATC CCTAG-5' 
Sph I 
~TSS! 
Sac 1 
~JS205 t, EAPIM h 
lSy 
Fig. 1. Structure of Plasmid pJS205.6.EAPIM for the Secretory Expression of the SSI-Apidaecin Fusion Protein in S. lividans 66. 
The open and solid boxed regions represent the SSI structural gene, and the synthetic apidaecin gene, respectively. Arrows indicate the direction of the transcription of 
each gene. P and Tss, denote the promoter and terminator of the SSI gene. mel, tyrosinase gene; tsr, thiostrepton resistance gene. 
* To whom correspondence should be addressed. 
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Fig. 2. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis for SSI-Apidaecin 
Fusion Protein. 
lane I, authentic SSI; lane 2, culture supernatant of S. lividans 66 carrying 
pJS205LiEAPIM; lane 3, sample precipitated with ammonium sulfate; lane 4, sample 
purified by ion-exchange chromatography; lane 5, sample purified by reverse-phase 
HPLC; lane 6, sample digested with CNBr. 
in sensItIvIty. The semi-quantitative comparison of the level of 
extracellular protease action in these strains was B. amyloUquefa-
ciens>B. subtilis 168~B. subtilis ISWI214>E. coli JM109, when 
skim milk was used as the substrate (data not shown). Considering 
that strain ISW1214 is a mutant derived originally from strain 
168, the protease action of strain ISW1214 against apidaecin may 
be weaker than that of the ancestral strain 168. If this is the case, 
the mode of action of the antibacterial peptide might be 
intrinsically common for both Gram-negative and Gram-positive 
bacteria, although it is interfered with by protease(s) excreted by 
the target bacteria. This hypothesis will be tested by investigating 
mutants essentially devoid of apidaecin-degrading ability. 
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'hille Antibacterial Activitya of Apidaecin against Gram-positive Bacillus 
Bacterial growth 
Strain concentration of apidaecin (.ug/ml) 
0 5 10 
B. subtilis 1684 ) +b + + + 
B. subtilis ISW1214 5 ) + + + 
B. amyloliquefaciens6 ) + + + + 
E. coli JM 109' + 
a Antibacterial activity was assayed by adding apidaecin to 100,ul of 
10% nutrient broth (NB) medium inoculated with 104 /ml of test 
strain, followed by culturing overnight at 37°C under static conditions 
in a multi-titer plate with 96 wells. 
+, growth was observed; -, no growth was observed. 
, Used as the reference. 
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